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RESUMO 
 
 
A mudança no estilo de vida, principalmente por conta do sedentarismo e da ingestão de dietas 
com grandes quantidades calóricas, tem aumentado significativamente a prevalência de doenças 
crônico-degenerativas na população.  Diversas pesquisas mostram que a obesidade é responsável 
por predispor uma grande variedade de distúrbios metabólicos que muitas vezes aparecem 
combinados levando a chamada síndrome metabólica. A síndrome metabólica é caracterizada 
pela presença de um grupo de fatores de risco como obesidade central, resistência à insulina, 
aumento da pressão arterial e esteatose hepática. Nosso laboratório realiza desde 1996, estudos 
envolvendo a utilização de dietas hiperlipídicas e as implicações nestes tecidos, a fim de 
contribuir para o esclarecimento de como cardiopatias e alterações metabólicas são instaladas 
nestes modelos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações metabólicas e cardiovasculares 
em ratos submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica por quatro semanas e comparar com 
outros modelos estudados no laboratório. Para análise das alterações metabólicas nos ratos que 
fizeram ingesta da dieta hiperlipídica foram utilizadas técnicas de: clamp euglicêmico-
hiperinsulinêmico, isolamento de adipócitos do panículo epididimal para verificação da captação 
de glicose e produção de lactato e glicerol, além da análise morfométrica destes adipócitos. A 
análise das alterações cardiovasculares foi realizada utilizando parâmetros eletrocardiográficos e 
procedimentos de histologia cardíaca. Nossos resultados mostraram que ratos, que fizeram 
ingesta da dieta hiperlipídica por quatro semanas, apresentaram resistência à insulina verificada 
pela redução na taxa de infusão de glicose durante o clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. Além 
disso, a captação de glicose pelos adipócitos isolados da região epididimal também foi 
significativamente menor. A redução na captação de glicose, provavelmente, foi responsável pela 
diminuição na produção de lactato por estes adipócitos isolados dos ratos hiperlipidêmicos. A 
lipólise basal não foi alterada, entretanto, a estimulada por agonistas adrenérgicos apresentou-se 
diminuída, sendo que estas alterações não comprometeram a morfometria dos adipócitos 
epididimais. Os ratos dislipidêmicos também apresentaram alterações cardíacas, como a 
hipertrofia, avaliada pela análise histológica do coração. Estes resultados demonstram que a 
ingesta de dieta hiperlipídica por quatro semanas é capaz de promover alterações metabólicas, 
sugerindo instalação do quadro de resistência à insulina, sem causar alterações na glicemia, além 
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de levar a hipertrofia cardíaca, sendo, portanto, um modelo útil para o estudo de complicações 
iniciais decorrentes da ingestão de dieta hiperlipídica. 
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ABSTRACT 
 
Changes in lifestyle, especially due to sedentarism and intake of high caloric diets have 
significantly increased the prevalence of chronic diseases in the population. Many researches 
show that obesity is responsible to a huge variety of metabolic disorders that usually appears 
combined leading to a disease known as the metabolic syndrome. Metabolic syndrome is 
characterized by the presence of a group of risk factors such as central obesity, insulin resistance, 
increase in blood pressure and hepatic steatosis. Our laboratory conducts, since 1996, studies 
involving the use of high-fat diet and the implications in these tissues in order to contribute to the 
comprehension of how cardiopathies and metabolic disorders are installed in these models. The 
aim of this study was to evaluate the metabolic and cardiovascular disorders in rats fed with high-
fat diet during four weeks and to compare this information with other models used in our 
laboratory. To analyze the metabolic changes in rats that were fed with high-fat diet, we used the 
following techniques: euglycemic-hyperinsulinemic clamp, adipocytes isolation from epididymal 
panniculus, for the verification of glucose uptake, lactate and glycerol production, besides 
morphometric analysis of these adipocytes. The analyses of cardiovascular disorders were 
performed using electrocardiographic parameters and cardiac histology procedures. Our results 
demonstrated that, rats, fed with high-fat diet during four weeks showed insulin resistance, 
verified by reduction in the rate of glucose infusion, during euglycemic-hyperinsulinemic clamp. 
In addition, glucose uptake by isolated adipocytes from epididymal tissue was significantly 
lower. The reduction in glucose uptake probably was the responsible for diminish lactate 
production by these isolated adipocytes of hyperlipidemic rats. Basal lipolysis was not altered, 
however, the one stimulated by adrenergic agonists was reduced, and these changes did not affect 
the morphometry of epididymal adipocytes. The dislipidemic rats also showed cardiac alterations, 
such as hypertrophy, observed in a hystologic analyses of the heart. These results demonstrate 
that the intake of high-fat diet during for weeks is able to promote metabolic disorders, 
suggesting insulin resistance development, however, without promotes glycemic alterations, 
besides leads to cardiac hypertrophy, and is therefore, a useful model to study these initial 
complications resulting from the ingestion of high-fat diet. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Nos últimos anos, principalmente entre as sociedades ocidentais, tem sido observado que 
as doenças crônico-degenerativas vêm aumentando significativamente a prevalência na 
população. Grande parte desta elevação deve-se a mudança no estilo de vida, principalmente por 
conta do sedentarismo e da ingesta de dietas com grandes quantidades calóricas (KLAUS, 2005; 
BLAIR, 2009; MUROS MOLINA, 2011). 
Atualmente, as taxas de obesidade têm assumido proporções epidêmicas. Considerando 
todo o mundo, mais de um bilhão de adultos estão acima do peso, além de outros 400 milhões 
que são classificados como obesos (KOPLAN; LIVERMAN; KRAAK, 2005; Van DIEREN et 
al., 2010; VICKERS, 2011). Estudos indicam que mais de 20 milhões de crianças, abaixo dos 
cinco anos, estão acima do peso. Este aumento significativo nos índices de obesidade infantil e 
outros distúrbios metabólicos associados irão refletir na quantidade de adultos obesos no futuro. 
A previsão para 2015 é que o número de obesos supere a marca de 2,3 bilhões de indivíduos 
(AHMED; ONG; DUNGER, 2009; HAN; LAWLOR; KIMM, 2010). Um ponto importante 
nestas estatísticas é o impacto na saúde dos indivíduos já que, mesmo quadros leves de 
obesidade, estão relacionados com redução na expectativa de vida (VonDIEMEN; TRINDADE; 
TRINDADE, 2006).   
A obesidade é responsável por predispor uma grande variedade de distúrbios metabólicos 
que, na maioria das vezes, leva ao desenvolvimento da síndrome metabólica. A síndrome 
metabólica é caracterizada pela presença de um grupo de fatores de risco como obesidade central, 
resistência à insulina, aumento na pressão arterial e esteatose hepática (SHAW; HALL; 
WILLIAMS, 2005; WATANABE; HOJO; NAGAHARA, 2007; PICCHI et al., 2011). O 
desenvolvimento da obesidade e da síndrome metabólica pode ser resultado de uma série de 
interações, que incluem a inatividade física, ingesta alimentar, fatores genéticos e o ambiente.  
Para muitos autores, a ingesta de uma dieta rica em gordura é um dos fatores que mais 
contribuem para o desenvolvimento da obesidade e da síndrome metabólica (BRAY; 
PAERATAKUL; POPKIN, 2004; ESPOSITO; CERIELLO; GIUGLIANO, 2007). Além de 
complicações metabólicas, as dietas ricas em gordura também estão relacionadas com o aumento 
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do risco cardiovascular (MITROU et al., 2007). Segundo dados do Ministério da Saúde (2008), 
as doenças cardiovasculares são as principais causas de mortalidade e morbidade no Brasil.    
Existem diversos modelos experimentais descritos na literatura para estudo de doenças 
como a obesidade, a síndrome metabólica e a Diabetes Mellitus. Um dos modelos que pode ser 
utilizado é o tratamento de ratos com dietas hiperlipídicas. A utilização destas dietas associadas 
ao sedentarismo é capaz de promover distúrbios no metabolismo de lipídeos e alterar as 
características e funcionamento de outros tecidos como o hepático, cardíaco e adiposo. Uma das 
primeiras alterações evidenciadas nos ratos que fazem ingesta de dieta hiperlipídica refere-se à 
instalação do quadro de dislipidemia. A dislipidemia está relacionada com aumento nas 
concentrações de triacilgliceróis e/ou colesterol, ou ainda redução nas concentrações de 
lipoproteínas de alta densidade (HDL). Este quadro está diretamente ligado com a obesidade e a 
síndrome metabólica, sendo um ponto central para o aumento do risco cardiovascular 
(FRANSSEN et al., 2011). 
A grande maioria das pesquisas envolvendo modelos de dislipidemia é realizada com 
camundongos geneticamente modificados (WANG et al., 2007; TAKEDA et al., 2008; RAŹNY 
et al., 2010; BARASCUK et al., 2011; HENSLER et al., 2011) e coelhos (RAI; HARE; ZULLI, 
2009; PRIOR et al., 2010; ZHONG et al., 2011). Os estudos com ratos são menos frequentes, 
uma vez que para o quadro de dislipidemia ser instalado é necessário associar o ácido cólico à 
dieta, além de que a administração deve acontecer enquanto eles são jovens. Nosso laboratório 
optou por implementar o modelo de dislipidemia em ratos, devido todas as técnicas utilizadas no 
laboratório, como isolamento de adipócitos, reatividade vascular, átrio direito isolado, 
eletrocardiografia e pressão arterial serem realizadas nesta espécie. 
As dislipidemias podem ter origem primária, que está relacionada com fatores genéticos 
ou pode ser de origem secundária, quando é desencadeada a partir de uma causa determinada 
como, por exemplo, dieta inadequada e inatividade física (GINSBERG, 1990). Desta forma, a 
utilização de dietas hiperlipídicas pode ser uma forma de se provocar o quadro de dislipidemia, 
caracterizado por elevações nas concentrações plasmáticas de colesterol total e triacilgliceróis, 
além de promover alterações em outros tecidos, como o hepático.  
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Em nosso laboratório, desde 1996, realizamos estudos envolvendo a utilização de dietas 
hiperlipídicas, a fim de analisar as implicações em diferentes tecidos. Inicialmente, os estudos 
estavam voltados para os efeitos do infuso da planta Croton cajucara Benth, conhecido por 
possuir propriedades hipocolesterolêmicas. A indução da hipercolesterolemia não foi um 
processo simples, por isso foi estabelecido um projeto piloto com base na referência de Paigen et 
al. (1987), que trabalhou com camundongos cuja as concentrações de colesterol estavam 
significativamente elevadas, após tratamento com dieta hiperlipídica, comparado aqueles que 
ingeriram a dieta padrão. A partir deste projeto piloto, foram realizadas novas pesquisas com o 
modelo de indução da hipercolesterolemia, por meio de dieta específica. Nos primeiros trabalhos 
realizados, o tempo que os ratos fizeram ingestão da dieta hiperlipídica foi de seis semanas. 
Miotto (2001) identificou que, após este período de ingesta, os ratos apresentaram elevação das 
concentrações séricas de lipídeos, bem como redução na sensibilidade às catecolaminas em átrios 
direitos isolados. Outro trabalho que também foi realizado no laboratório envolveu o tratamento 
de ratos com dieta hiperlipídica por quatro ou seis semanas (WOLF-NUNES, 2004). Os ratos que 
foram tratados com dieta hiperlipídica apresentaram elevações significativas das concentrações 
de colesterol e triglicerídeos comparados aos ratos que ingeriram a dieta padrão, após quatro 
semanas ingerindo a dieta hiperlipídica. Neste mesmo período, não foram observadas elevações 
significativas nas concentrações sanguíneas de glicose. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, também verificou-se instalação do quadro de hiperinsulinemia.  
Wolf-Nunes (2004) analisou alterações na quantidade do panículo adiposo epididimal 
somente dos ratos que ingeriram a dieta hiperlipídica por seis semanas. Foi observado aumento 
significativo na quantidade de tecido adiposo, comparado ao grupo controle. O aumento na 
quantidade desta massa adiposa é decorrente tanto pelo aumento no tamanho dos adipócitos, 
quanto pela elevação no número de células, que sofrem variações devido a processos 
intracelulares como a lipólise e a lipogênese (QUEIROZ et al., 2009).  
No trabalho realizado por Moreira (2005), foi verificado que a realização do exercício 
físico, para ratos que realizaram ingesta da dieta hiperlipídica por quatro semanas, impediu que 
os átrios direitos desenvolvessem subsensibilidade à agonistas adrenérgicos. A utilização de 
natação impediu que ratos que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro semanas, tivessem 
aumento significativo das concentrações de triacilgliceróis, colesterol total e suas frações: 
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lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de muita baixa densidade (VLDL), 
comparado ao grupo controle. A natação também impediu alterações vasculares para os ratos 
hiperlipídicos, que foi verificada para os ratos hiperlipídicos que permaneceram sedentários 
(ESTRELA, 2007). 
Além de estudos com este modelo de dislipidemia induzida por dieta hiperlipídica, o 
laboratório de estudo do estresse (LABEEST), também vem estudando as respostas metabólicas, 
vasculares e endócrinas de ratos frente a diferentes agentes estressores como o choque nas patas e 
a natação (VERAGO; GRASSI-KASSISSE; SPADARI-BRATFISCH, 2001; FARIAS-SILVA et 
al., 2002; SAMPAIO-BARROS et al., 2003; HATORE, 2006; ESTRELA, 2007; ALMEIDA, 
2008) No caso do modelo de natação, diferentes protocolos tem sido testados apresentando 
variações no tempo de duração e/ou frequência da atividade, bem como na temperatura da água. 
Estudos mostraram que a utilização da natação em ratos apresenta vantagens sobre o treinamento 
de corrida (PAPOTI et al., 2003).  
O modelo de estresse por choque nas patas foi desenvolvido como forma de estudar os 
efeitos dos fatores presentes na reação de estresse. Atualmente, sabemos que o estilo de vida 
estressante está relacionado com aumento do risco de doenças cardiovasculares e distúrbios 
metabólicos, que podem favorecer a instalação de patologias como a obesidade, Diabetes 
Mellitus e síndrome metabólica (KAWADA & OKADA, 2006; RAIKKONEN; MATTHEWS; 
KULLER, 2007; SCHAFER et al., 2007). Pesquisas já realizadas em nosso laboratório 
mostraram que estes animais, submetidos a três sessões, em dias consecutivos, de choques nas 
patas tiveram elevação significativa nas concentrações de corticosterona, após cada uma das 
sessões, enquanto que as concentrações de triglicerídeos plasmáticas tiveram aumento 
significativo somente após a primeira sessão. Já as concentrações plasmáticas de glicose 
apresentaram-se elevadas significativamente, após a segunda e terceira sessões de choques nas 
patas (VERAGO; GRASSI-KASSISSE; SPADARI-BRATFISCH, 2001). Com este mesmo 
protocolo, também foi demonstrado que os adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal 
destes ratos, apresentaram maior sensibilidade a isoprenalina e menor efeito lipolítico pela 
noradrenalina. A expressão dos adrenoceptores β1 e β3 estava reduzida, enquanto que os 
adrenoceptores β2 apresentaram maior expressão, comparado aos adipócitos dos ratos controle. 
Além disso, foi verificado que os ratos submetidos às sessões de choques nas patas estavam 
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hiperglicêmicos e hiperinsulinêmicos, sendo que os adipócitos isolados do tecido adiposo 
epididimal apresentaram menor sensibilidade aos efeitos antilipolíticos da insulina, sugerindo 
instalação do quadro de resistência à insulina (FARIAS-SILVA et al., 1999; 2002; 2004). 
Almeida (2008) também realizou estudos com este modelo de estresse por choque nas patas, e 
observou que a captação de glicose pelos adipócitos isolados destes ratos estava menos sensível à 
insulina, enquanto que para a noradrenalina, a captação foi significativamente maior, comparado 
aos ratos controle. A autora também verificou que a captação de glicose pelos adipócitos isolados 
é realizada principalmente pelos adrenoceptores α1 e que os adrenoceptores β2 destes ratos do 
grupo choque, quando estimulados, inibiram significativamente a captação de glicose pelos 
adipócitos, sugerindo uma troca na sinalização intracelular da via Gs para Gi.            
As alterações fisiológicas desencadeadas por todos estes modelos estudados em nosso 
laboratório são bem amplas e acometem diferentes tecidos, como o adiposo, hepático e cardíaco. 
Nos últimos anos, o tecido adiposo deixou de ser simplesmente um sítio que controla o 
estoque de energia no organismo. Diversos estudos mostraram que o tecido adiposo é responsável 
pela produção de moléculas bioativas, como a leptina, fator de necrose tumoral α (TNF-α), 
interleucina 6, inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) e outras adipocinas 
(KERSHAW; FLIER, 2004; ARAI et al., 2011). A descoberta destas novas moléculas produzidas 
no tecido adiposo fez com que inúmeras pesquisas fossem realizadas buscando a compreensão 
deste tecido em mecanismos fisiológicos e patológicos, incluindo os processos inflamatórios e 
imunes (WARNE, 2003; FANTUZZI, 2005; POND, 2005).  
Por conta da importância deste tecido, cada vez mais, o papel dos adipócitos em doenças 
como a síndrome metabólica e a obesidade vem sendo estudado em diversos grupos de pesquisa. 
Além disso, outras alterações, muitas vezes comuns a estes distúrbios como a hipercolesterolemia 
e a resistência à insulina, também são alvo de trabalhos científicos. A insulina é um hormônio 
responsável por garantir a homeostasia da glicose em nosso organismo. A glicose é fonte 
fundamental para produção de energia pelas células eucariontes. Nos seres humanos, a utilização 
da glicose é realizada por vários tipos celulares, entretanto, na condição basal, o tecido cerebral é 
responsável pelo consumo aproximado de 80% do total (BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002). 
Além da importância energética, a glicose pode realizar a regulação da transcrição de genes, 
atividades enzimáticas e secreção de hormônios (THORENS & MUECKLER, 2010). Após as 
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refeições, a elevação da glicemia é responsável por liberar a insulina produzida nas células β do 
pâncreas, que vai estimular a captação de glicose pelos tecidos, tanto para produção de energia ou 
para armazenamento na forma de glicogênio, neste caso, no tecido hepático e muscular 
(SALTIEL & KAHN, 2001). No tecido cerebral, temos neurônios sensíveis às concentrações de 
glicose, que são ativados ou inibidos, quanto verificamos elevação na glicemia. Estas células 
estão envolvidas com o controle da ingesta alimentar, gasto de energia e homeostasia da glicose 
(MARTY; DALLAPORTA; THORENS, 2007). A entrada de glicose nas células é um processo 
complexo, visto que a maioria das células não são naturalmente permeáveis a esta molécula. Para 
muitos tecidos, é necessário que sejam formados transportadores de glicose para que esta consiga 
entrar na célula. A existência de múltiplas isoformas destes transportadores, com propriedades 
cinéticas diferentes e sua expressão na superfície das células, que vai determinar os ajustes finos 
no processo de captação de glicose (THORENS & MUECKLER, 2010). 
Os transportadores de glicose fazem parte de uma família de proteínas, específicas para 
realizar este transporte, denominadas GLUTs (Glucose Transporters). Existem descritos 14 tipos 
diferentes destas proteínas, sendo que os transportadores da classe I (GLUT-1 a 4) são os mais 
importantes (SIMPSON et al., 2008). A insulina desempenha papel fundamental neste processo, 
já que a formação dos transportadores de glicose pode ser dependente da participação deste 
hormônio. Os tipos de GLUTs presentes em cada tecido são bem variáveis. Nas células 
musculares e adipócitos encontramos o transportador GLUT-1, cujo funcionamento é 
independente da presença da insulina. Por outro lado, nestes mesmos tipos de células, temos a 
presença do GLUT-4 que precisam da insulina para ser produzidos (DUCLUZEAU et al., 2002; 
STUART et al., 2006). A maior parte da captação de glicose de glicose pelos adipócitos e 
miócitos é realizada pela estimulação da insulina, formando os GLUT-4. A primeira etapa deste 
processo é dependente da ligação da insulina em seu receptor. Uma vez ligada, será realizada a 
fosforilação de uma família de substratos do receptor de insulina (IRS1-4) que estão presentes no 
citoplasma das células (LAVIOLA et al., 2006; HUANG & CZECH, 2007). Com estes substratos 
ativos, outras proteínas intracelulares, como fosfatidil inositol 3 quinase (PI3-K), também serão 
ativadas. A PI3-K catalisa a fosforilação de fosfolipídeos de inositol da membrana, resultando na 
formação de fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (PI3-3,4,5 P3). Esta última molécula promove a 
ativação da proteína quinase dependente de fosfoinositídio (PDK1), que irá ativar outras 
proteínas intracelulares: Akt/PKB e PKC atípica. São estas duas proteínas que estimulam a 
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migração dos GLUT-4 para membrana celular, permitindo que a célula capte glicose (SALTIEL 
& KAHN, 2001; BRYANT; GOVERS; JAMES, 2002; DUCLUZEAU et al., 2002; HUANG & 
CZECH, 2007). Inúmeras patologias influenciam esta via de captação de glicose, por isso faz-se 
necessário estudos buscando esclarecer onde as alterações são instaladas.      
Além desta captação de glicose estimulada pela insulina, que é considerada a principal via 
do organismo, outros estudos demonstraram que a captação de glicose também pode ser 
desencadeada pelas catecolaminas, que se ligam aos adrenoceptores, representando uma via 
alternativa para captação da glicose em adipócitos isolados do tecido adiposo branco 
(NONOGAKI, 2000; SMITH, 2002; NEVZOROVA et al., 2006). Diferente da via de captação 
de glicose estimulada pela insulina, os adrenoceptores estão associados a proteínas G e são 
divididos em dois principais tipos α e β, que por sua vez apresentam subdivisões: α1, α2, β1, β2, 
β3. Na literatura temos estudos descrevendo a participação, tanto de adrenoceptores beta, quanto 
do subtipo alfa-1 no processo de captação de glicose pelos adipócitos (FAINTRENIE & 
GÉLOËN, 1996; 1998; LIU; PERUSSE; BUKOWIECKI, 1998; MORENO-ALIAGA et al., 
2002; CHENG et al., 2000). Estudos na literatura mostraram que a captação de glicose via 
adrenoceptor α1 está relacionada com a ativação da proteína quinase C (PKC) que aumenta a 
atividade da PI3-K e, consequentemente, estimula a captação de glicose (ZHONG & 
MINNEMAN, 1999). No caso dos adrenoceptores b, a captação de glicose estimulada por estes 
receptores, está relacionada com o aumento nas concentrações de AMPc (adenosina monofosfato 
cíclico), decorrente da quebra de ATP (adenosina trifosfato) (KASHIWAGI & FOLEY, 1982).  
Desta forma, também é necessário que seja realizada a investigação da influência de condições 
próximas a verificada em patologias, que podemos induzir a partir da administração de dieta 
hiperlipídica, no processo de captação de glicose estimulada pelas catecolaminas. 
Estudos realizados em Framingham (EUA) a partir de 1948 demonstraram que 
determinados fatores de risco como valores séricos de colesterol, tabagismo e hipertensão arterial 
estavam associados à existência de cardiopatia isquêmica (WONG; WILSON; KANNEL, 1991) 
inaugurando uma nova etapa de estudos sobre as doenças cardiovasculares. Muitos estudos 
epidemiológicos na literatura também descreveram complicações cardiovasculares associadas à 
ingesta de dietas hiperlipídicas, mostrando que o quadro de dislipidemia é um fator de risco 
relacionado com o desenvolvimento de aterosclerose e doenças cardíacas (GRUNDY & BEARN, 
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1988; MARINETTI, 1990; RUBATTU et al., 1993; WALD & LAW, 1995; DANEV et al., 1997; 
HOWARD, 1999; HUANG et al., 2004; MITROU et al., 2007; GLAZER et al., 2009). 
A ingesta alimentar pode influenciar a atividade do sistema nervoso simpático (SNS), 
como por exemplo, quando é realizado um consumo excessivo de lipídios e carboidratos 
(CRANDALL et al., 1983; KAUFMAN; PETERSON; SMITH, 1991; DANEV et al., 1997). O 
tônus simpático cronicamente aumentado, por sua vez, resulta em elevação da frequência 
cardíaca e/ou da pressão arterial. 
Estudos prévios em nosso laboratório demonstraram que ratos que ingeriram dieta 
hiperlipídica por seis semanas apresentaram instalação do quadro de dislipidemia, que resultou 
em aumento significativo da pressão arterial sistólica, diastólica e média destes animais, 
comparado aqueles que fizeram ingesta da dieta padrão, além de elevado índice aterogênico e 
aumento significativo da frequência cardíaca, bem como desenvolvimento de hipertrofia cardíaca 
(MIOTTO, 2006). Este trabalho, juntamente com o de Wolf-Nunes (2004), que trabalhou com 
ratos que fizeram ingesta de dieta hiperlipídica por quatro ou seis semanas, terão parte dos dados 
apresentados posteriormente.  
Considerando informações e resultados que foram obtidos previamente em outras 
pesquisas desenvolvidas em nosso laboratório (LABEEST), a continuidade de estudos com 
modelos já estabelecidos em nosso grupo e a comparação de resultados entre estes modelos é 
uma forma de contribuir para o esclarecimento do desenvolvimento de como cardiopatias e 
alterações metabólicas são instaladas nestes modelos e, desta forma a síndrome metabólica, que 
acomete muitas pessoas, atualmente.  
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2 OBJETIVOS 
 
Objetivo Geral 
Avaliar as alterações metabólicas e cardiovasculares em ratos submetidos ao tratamento 
com dieta hiperlipídica por quatro semanas e comparar estas alterações com outros modelos 
estudados no laboratório. 
 
Objetivos específicos 
Avaliar os parâmetros metabólicos: 
Ensaios in vivo: 
- O ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. 
Ensaios realizados in vitro: 
- Captação de glicose basal e estimulada em adipócitos isolados; 
- Produção de lactato basal e estimulada em adipócitos isolados; 
- Produção de glicerol basal e estimulada em adipócitos isolados; 
- Análise morfométrica de adipócitos. 
Avaliar os parâmetros cardíacos: 
Ensaio in vivo: 
- Registro eletrocardiográfico em ratos anestesiados. 
Ensaio in vivo: 
- Análise histológica do coração e de cardiomiócitos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Animais 
Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, Albina, Rodentia, 
Mammalia), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP), com idade de quatro semanas, que, em seguida, passaram por duas semanas de 
adaptação no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da 
UNICAMP.  
Após este período, os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (seis animais por gaiola), 
durante quatro semanas, com a temperatura média de 22oC ± 2oC e ciclo claro/escuro de 12:00 
horas, com o ciclo claro iniciando-se às 6:30 horas. Durante os experimentos, os ratos foram 
tratados de acordo com as normas descritas por Olfert et al., (1993) para uso de animais para 
pesquisa e educação.  
Os experimentos foram realizados em concordância com os princípios para uso de 
animais em pesquisa e educação adotados pelo Colégio Brasileiro para Experimentação Animal 
(COBEA) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo comitê de ética em 
Experimentação Animal do Instituto de Biologia (Protocolo inicial: 058-1, modificado 
posteriormente para 2561-1; UNICAMP) (ANEXO-1). 
 
3.2 Grupos e dieta 
 Os ratos do grupo controle foram alimentados com uma ração padrão para laboratório 
contendo 4% de gordura e 0% de colesterol; Labina-Purina, Brasil (http://sogorb.com.br/01-08-
01.html) - ratos normolipidêmicos. Outros animais foram alimentados com ração hiperlipídica 
contendo 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico 
(ratos hiperlipidêmicos) durante quatro semanas (WOLF-NUNES, et al., 2000; MIOTTO, 2001; 
WOLF-NUNES, 2004).  
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Os ratos foram então, subdivididos em dois grupos: Dieta e controle, e permaneceram 
sedentários. A água foi oferecida diariamente ad libitum e, a cada dois dias, foi fornecido 500 g 
de ração. 
Composição da dieta hiperlipídica 
Ingredientes 
Quantidade (%) 
Carboidratos 26,8 
Proteínas 27,9 
Lipídeos 35,25 
Fibras 5,0 
L-cistina 0,3 
Minerais 3,5 
Vitaminas 1,0 
Colina 0,25 
TOTAL 100 
 
Tabela 1: Composição da dieta hiperlipídica. Fonte: HN&C Consultoria em Nutrição Experimental 
(CNPJ 10.427.871/0001-40). A fração de carboidratos foi composta por amido (63,06%), sacarose 
(16,05%) e dextrina (20,89%). A fonte de proteína utilizada foi caseína comercial. A fração lipídica 
utilizada foi a banha de porco. As misturas de vitaminas e minerais foram formuladas de acordo com AIN-
93 (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Densidade calórica = 5,36 cal/g. 
 
3.3 Controle da evolução ponderal e consumo de ração 
Durante as quatro semanas que os ratos permaneceram em tratamento com dieta padrão 
ou hiperlipídica, foram avaliados o peso corporal e a quantidade de consumo de ração. Este 
controle foi realizado três vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras), sempre no 
período entre 16 e 17 horas.  
 
3.4 Coleta de sangue e análise das concentrações plasmáticas e sanguíneas 
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Após jejum de 16 horas, os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (60 mg 
/Kg. i.p.; Hypnol, Fontoveter, Itapira, SP, Brasil) e foi realizada coleta de sangue por punção 
cardíaca extraindo 5 mL de sangue do animal para determinação do perfil lipídico. Colesterol 
total e triacilgliceróis (TAG) foram determinados colorimetricamente usando kits diagnósticos 
comerciais (Laborlab, Barueri, SP, Brasil).  
Para a determinação das concentrações sanguíneas de glicose foi realizado um corte na 
ponta do rabo do animal para coleta de sangue. As concentrações de glicose foram determinadas 
utilizando-se as fitas Glucocard Test Strip II, submetidas à leitura em glicosímetro (Super 
Glucocard II, ARKRAY FACTORY Inc., Kouka-Gun, Shiga, Japão).  
 
3.5 Cateterização arterial e venosa 
 Os ratos foram anestesiados com Ketamina (Cloridrato de Cetamina, 50 mg/Kg de peso 
corporal, i.m.) e Rumpum (Cloridrato de Xilazina 0,01 mg/Kg de peso corporal, i.m.), segundo o 
protocolo de Ueno et al. (2005). Após a anestesia, foi realizada a cateterização da veia jugular 
direita e a artéria carótida esquerda, para coleta das amostras de sangue. Os cateteres de 
polietileno (PE10 e PE50) foram previamente siliconizados e preenchidos com solução de citrato 
de sódio, 5 mM em salina (NaCl 0,9% m/v). As cânulas foram expostas na região ventral do 
animal (VERAGO et al.,2001; FARIAS-SILVA et al., 2002; MARTINELLI, 2009). 
 
3.6 Clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 
 
Após uma hora da realização do procedimento cirúrgico, foram implantadas extensões dos 
cateteres para facilitar a manipulação e o clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico foi iniciado. No 
cateter venoso foi implantado um sistema “T” para realizar a perfusão simultânea das seguintes 
soluções: 
• Solução de insulina de cerca de 6 μU/Kg.min diluída em NaCl 0,9% adicionado de 1% de 
BSA, com auxílio de uma bomba de infusão em velocidade constante; 
• Solução de glicose (10%) com auxílio de uma bomba peristáltica. 
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Alíquotas de 10 μL de sangue foram coletadas a cada 10 minutos, durante duas horas, 
para determinação da glicemia através de um analisador de glicose, glicosímetro (ACCU 
CHEK Go, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O tempo zero para início deste 
prazo de duas horas foi obtido após a estabilização da glicemia próximo dos valores de jejum, 
verificado em três medidas consecutivas. 
O débito de perfusão de glicose foi realizado de tal forma que a glicemia ficasse mantida 
em 6 mM. Os resultados foram expressos com a quantidade de glicose perfundida para manter a 
euglicemia (mg/Kg.min) durante as duas horas de clamp, um índice de utilização total de glicose 
pelo organismo inteiro (AGOSTO et al., 1997; BARET et al., 2002). 
 
3.7 Isolamento de adipócitos 
 Os adipócitos foram isolados do tecido adiposo epididimal, por uma modificação no 
procedimento original de Rodbell (1964). O tecido adiposo foi pesado, picado e digerido em tubo 
de polietileno (20 mL) contendo 10 mL de tampão Krebs Ringer bicarbonato, 25 mM HEPES, 6 
mM glicose, pH 7,4 (Tampão KRB) com a adição de 1 mg/mL de colagenase (tipo 2, Clostridium 
histoliticum) e 3% albumina sérica bovina (BSA, fração V, livre de ácidos graxos; KRBA). O 
tubo foi agitado em 40 ciclos/min. a 37ºC durante 45 minutos. A suspensão celular resultante foi 
filtrada através de uma malha de nylon (200 μM) e lavada três vezes com tampão fresco KRBA. 
Uma alíquota da suspensão celular final foi contada em câmara Mallassez para ajuste da 
concentração de células em 100.000 ou 300.000, que foi variável de acordo com o protocolo a ser 
utilizado (FAINTRENIE & GÉLÖEN, 1998). 
 
3.8 Captação de glicose pelo tecido adiposo 
 Esta metodologia foi baseada naquela desenvolvida por Faintrenie & Gélöen (1998) com 
pequenas modificações. Adipócitos epididimais (300.000 células) foram pré-incubados em tubos 
de polietileno com tampão KRBA contendo diferentes concentrações de noradrenalina (0,1 nΜ a 
1000 nΜ), isoprenalina (1000 nΜ) ou insulina (50 μU/mL a 500 μU/mL). A incubação foi feita a 
37oC, sob agitação de 40 ciclos por minuto, durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 
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10 μL de KRBA (37oC) contendo 0,2 μCi de 2-[1,2-3H]-desoxiglicose (2-DG). Após 15 minutos 
de incubação (37oC, 40 ciclos por minuto) a captação de glicose foi interrompida com a adição de 
1 mL de KR-HEPES gelado. A suspensão de células foi imediatamente filtrada em filtro de nitro 
celulose (8 μM), preso a um aparato de filtração (Millipore, Indústria e Comércio Ltda, SP, BR). 
Os filtros foram lavados três vezes com 1 mL de solução de KR-HEPES gelado. Em seguida, os 
filtros foram colocados em vials apropriados para adicionarmos 5 mL de líquido de cintilação 
(Packard Bioscience, Me, USA). Os vials foram vigorosamente agitados (150 ciclos/min) até 
completa dissolução do filtro e em seguida, foram colocados em um contador de cintilação 
(Beckman Instruments, Palo Alto, CA).  
A captação basal de glicose foi avaliada em um recipiente contendo também 300.000 
células que seguiram todas as etapas, na ausência agonista (FAINTRENIE & GÉLÖEN, 1998). 
Os resultados foram expressos em porcentagem de captação em relação ao basal em 15 minutos 
de incubação / 3 x 105 células, de experimentos realizados em quadruplicata.  
 
3.9 Estudo farmacológico 
Neste ensaio trabalhamos com 100.000 células em volume final de 1 mL. As células 
foram incubadas com agonistas seletivos ou não: noradrenalina de 0,01 nM a 1000 nM (agonista 
α e β adrenérgico); isoprenalina de 0,01 nM a 1000 nM (agonista β adrenérgico) (GELLAI & 
RUFFOLO, 1987) e, quando necessário, utilizamos também antagonistas: Propanolol, 1000 nM, 
(antagonista β adrenérgico) ; ICI 118,551, 50 nM, (antagonista β2 adrenérgico). Os adipócitos 
foram pré-incubados na presença ou não de antagonistas a 37ºC durante 15 minutos (60 
ciclos/minuto), após esse período os agonistas foram adicionados à suspensão celular e então 
incubados por mais 60 minutos a 37ºC (60 ciclos/minuto). A reação foi finalizada após esse 
período colocando as amostras no gelo. As células foram retiradas do meio de incubação através 
de aspiração e o infranadante foi imediatamente congelado e armazenado a –20ºC para posterior 
análise da concentração de glicerol e lactato. 
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3.10 Dosagem de lactato no meio de incubação 
Para a determinação da concentração de lactato presente no meio de incubação dos 
adipócitos, foi utilizado kit enzimático da Trinity.  
O ácido lático é convertido em piruvato e peróxido de hidrogênio (H2O2) pela lactato 
oxidase. Na presença do H2O2 formado, a peroxidase catalisa a oxidação de um precursor 
cromogênico que produz a coloração. 
Alíquotas de 10 μL do conteúdo liberado nos eppendorfs foram pipetadas dentro de wells 
de uma placa de Elisa e após a reação com o reativo de trabalho do kit foi feita a leitura da 
concentração de lactato através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm 
(CREGE, 2007). 
 
3.11 Dosagem de glicerol no meio de incubação  
O glicerol produzido nas incubações foi medido através de reações catalisadas pelas 
enzimas glicerol quinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase (através do kit de leitura de 
triglicerídeos da Laborlab, SP, Brasil). 
O glicerol é fosforilado pela adenosina trifosfato (ATP) formando glicerol-1-fosfato e 
ADP, nesta reação catalisada pela glicerol quinase. O glicerol-1-fosfato é então oxidado pela 
glicerol fosfato oxidase em fosfato de diidroxiacetona e peróxido de hidrogênio. A coloração é 
então produzida pela reação catalisada pela peroxidase.   
Alíquotas de 10 μL do conteúdo liberado nos eppendorfs foram pipetadas dentro de wells 
de uma placa de Elisa e após a reação com o reativo de trabalho do kit foi feita a leitura da 
concentração de glicerol através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm 
(CREGE, 2007). A concentração de glicerol no meio de incubação foi expressa em μmol de 
glicerol em 106 células/ 60 minutos. 
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3.12 Análise morfométrica dos adipócitos 
A análise morfométrica dos adipócitos foi realizada de acordo Pinheiro & Grassi-Kassisse 
(2007). Após colocar a alíquota da suspensão celular na câmara de Mallassez, conforme descrito 
acima, foram capturadas quatro imagens através do microscópio Leica (área analisada de 632 
mm) e, para todas as células presentes no campo, foi determinado o diâmetro e área, utilizando o 
software Image Pro Plus v 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). 
 
3.13 Parâmetros eletrocardiográficos 
O eletrocardiograma (ECG) foi realizado em eletrocardiógrafo computadorizado, modelo 
Heart Ware, com os animais sob anestesia. Os eletrodos, em forma de agulha, foram fixados 
subcutaneamente nas quatro posições convencionais, nos membros estendidos com os animais na 
posição supina. Os registros foram realizados nas derivações bipolares (DI, DII e DIII) e 
amplificadas (aVR, aVL e aVF), com velocidade 50mm/segundo e sensibilidade 2N. Foram 
determinadas a frequência cardíaca, a amplitude e duração das ondas e duração dos intervalos e 
segmentos eletrocardiográficos. (COSTA et al. 2008; HENKENS et al. 2007; HENKENS et al. 
2008). 
 
3.14 Histologia cardíaca 
Para analisarmos o tecido cardíaco, inicialmente, foi induzida a parada cardíaca com 
solução de KCl. Logo após a parada, o coração foi retirado e colocado em uma placa de Petri 
contendo solução salina. Realizou-se então a separação dos átrios, e os ventrículos foram pesados 
e colocados em solução de Bouin por 72 horas. Em seguida, cada órgão foi lavado 
sucessivamente em solução contendo tampão fosfato e salina e desidratados com álcool 70% 
durante 16 horas.  
Após esta passagem, seguiu-se desidratação com álcool 80% (1 hora), álcool 95% (1 
hora), quatro passagens por álcool 100% (30 minutos cada passagem) e álcool 100% + xilol (1:1) 
por 30 minutos em estufa.  Em seguida, os tecidos foram transferidos para forma contendo 
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parafina, permanecendo em estufa por três horas. Após resfriamento, cada bloco foi retirado das 
formas e o excesso de parafina removido.  
Os cortes histológicos foram realizados com micrótomo e fixados em lâminas com 
albumina. Após a fixação em lâminas, os cortes foram corados pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE) e pelo Tricômio de Masson. Foram obtidas imagens das lâminas no microscópio 
Leica (40x e 100x), para análise da espessura da parede ventricular e do diâmetro da câmara, 
utilizando-se o software Image Pro Plus Analyser. 
 
3.15 Análise dos resultados 
Todos os resultados foram expressos como médias + EPM (Erro Padrão da Média), a 
partir de valores individuais. Os valores foram analisados através de teste t de Student, para 
comparar dois grupos experimentais, e ANOVA seguida do teste de Tukey, quando comparado 
mais de dois grupos experimentais, usando o software Prisma (GraphPad Software Inc., USA) 
(VERAGO et al., 2001; FARIAS-SILVA et al., 2002; SAMPAIO-BARROS et al., 2003). 
As áreas sob as curvas (AUC) obtidas no clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico foram 
realizadas pelo método trapezóide através do software Prisma e em seguida analisadas utilizando 
o teste t de Student. (BARET et al., 2002; MARTINELLI, 2009). 
As diferenças foram consideradas significativas quando os valores de p foram menores 
que 5%.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 A apresentação dos resultados será iniciada pelas alterações metabólicas que foram 
encontradas nos ratos que fizeram a ingesta da dieta hiperlipídica por quatro semanas, 
comparando com os ratos controle e com outros modelos já estabelecidos no laboratório. Em 
seguida, serão discutidos os resultados dos parâmetros cardiovasculares que foram analisados 
nestes ratos. 
  
Evolução ponderal e ingesta alimentar 
 
Os animais utilizados neste estudo chegaram ao biotério com quatro semanas e, após duas 
semanas de adaptação foram designados como pertencentes ao grupo controle ou dieta. Durante 
quatro semanas, os animais do grupo controle ingeriram a dieta padrão, enquanto que o grupo 
dieta foi submetido ao tratamento com ração hiperlipídica pelo mesmo período. O peso inicial 
médio dos animais ao iniciar o tratamento foi de 240,65 + 7,71 g (n=22). 
Após completar o período de quatro semanas com ingesta da dieta hiperlipídica, foi 
verificado o peso final dos animais pertencentes a cada grupo. Os resultados mostraram que o 
grupo que consumiu a dieta hiperlipídica apresentou peso corporal significativamente maior que 
os animais do grupo controle (Figura 1). Estes resultados também foram observados em outros 
trabalhos realizados previamente em nosso laboratório (WOLF-NUNES, 2004; MIOTTO, 2006). 
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Figura 1. Média do peso final dos animais pertencentes aos grupos controle (n=11) e dieta (n=9), 
comparado a média do peso corporal inicial, considerando os dois grupos (n=20). A análise 
estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Dieta vs. Controle. # p < 0,05 Peso Final vs. Peso Inicial. 
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Da sexta a décima semana de vida foi realizado o controle da ingesta alimentar dos 
animais pertencentes a ambos os grupos. A ingesta inicial durante as duas primeiras semanas de 
adaptação no biotério, com dieta padrão para todos os animais, apresentou valor médio de 18,8 + 
1,68 g.  
Quando analisamos a média do consumo de ração na última semana de tratamento com 
dieta padrão ou hiperlipídica, (Figura 2), observamos que os animais do grupo dieta apresentaram 
menor ingesta, estatisticamente significativa, comparado aos ratos pertencentes ao grupo 
controle. Possivelmente, os motivos para esta ingesta reduzida no grupo tratado com a dieta 
hiperlipídica é o alto teor lipídico presente na ração que estimula  receptores  no duodeno, que 
sinalizam no cérebro a sensação de saciedade, ainda no período pré-absortivo, promovendo maior 
saciedade com menor quantidade de ração (GREENBERG et al., 1990). Estes resultados estão de 
acordo com outros trabalhos da literatura que demonstraram diminuição da ingesta alimentar 
quando submetidos à administração intraduodenal de lipídeos (GREENBERG et al., 1990; 
CARLSON, 2002). Os autores indicam estímulo da saciedade com dietas ricas em lipídeos. 
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Figura 2. Média do consumo de ração na última semana de tratamento com dieta padrão (n=11) 
ou hiperlipídica (n=9), comparado a média da ingesta inicial, considerando os dois grupos 
(n=20). A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as 
diferenças significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Dieta vs. Controle. 
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No estudo de Wolf-Nunes (2004), além da análise da quantidade de ração ingerida, 
também foi verificado o consumo calórico dos animais. A ração hiperlipídica possui 5 Kcal/g, 
enquanto para  a ração padrão esta quantidade é de 4 Kcal/g. Considerando estes valores, 
identificamos que os animais do grupo submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica tiveram 
um consumo calórico significativamente menor que os animais alimentados com a ração padrão 
(D: 72,35 + 10,37 vs. C: 92,6 + 9,19 g, p < 0,05).    
O controle da ingesta alimentar é um processo extremamente complexo que envolve a 
participação de diversas áreas do Sistema Nervoso Central (SNC), que modulam o balanço 
energético, por meio da regulação da ingesta e do gasto energético, em resposta a hormônios, 
bem como através de sinais neurais ou nutricionais (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 2011; 
DIÉGUEZ et al., 2011)  
Outros estudos recentes mostraram que algumas vias do SNC estão ligadas ao tecido 
adiposo branco e marrom, bem como o fígado, e desta forma acabam influenciando diretamente o 
metabolismo dos adipócitos e hepático (KREIER et al. 2006; NOGUEIRAS; LOPEZ; DIÉGUEZ 
et al., 2010). 
Diversas moléculas estão evolvidas com o controle da ingesta alimentar. A região do 
hipotálamo é uma das mais estudadas e apresentam dois grupos de neurônios que com efeitos 
opostos na ingesta alimentar. Alguns neurônios expressam neuropeptídeo Y (NPY) e o peptídeo 
relacionado ao agouti (AgRP) que estimulam a ingesta alimentar, enquanto que outros neurônios 
expressam a pró-ópio-melanocortina (POMC) e o fator de transcrição cocaína-anfetamina 
dependente (CART), cujo efeito é inibir a ingesta alimentar (SUZUKI; JAYASENA; BLOOM, 
2011). 
 A liberação destes fatores hipotalâmicos é regulada por aferências vagais e por diversos 
hormônios (BAILEY, 2008). Existem mais de 30 genes de hormônios que podem ser expressos e 
mais de 100 peptídeos distribuídos no trato gastrointestinal, o que faz desta região o principal 
órgão endócrino do organismo (REHFELD, 1998).  
Uma das descobertas mais importantes no final do século passado foi a clonagem do gene 
ob, em 1994, por Friedman e colaboradores. O gene ob é responsável por expressar a leptina, que 
é um hormônio secretado pelo tecido adiposo branco e sua concentração sanguínea está 
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intimamente relacionada com o controle da massa corporal (FREDERICH et al., 1995). Além 
disso, outros estudos mostram que a leptina pode influenciar diversos aspectos do comportamento 
alimentar, que incluem o tamanho da refeição e a preferência alimentar (KAHLER et al., 1998; 
LICINIO, 2007; GAUTRON & ELMQUIST, 2011). 
No trabalho de Wolf-Nunes (2004), as concentrações circulantes de leptina dos ratos 
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica foram determinadas, sendo que, para estes 
animais, não foram observadas diferenças significativas comparado ao controle, mesmo havendo 
aumento no peso dos panículos adiposos das regiões epididimal e peri-renal. 
Isto também foi observado no trabalho de Haluzik e colaboradores (2000), não 
identificaram diferenças significativas entre as concentrações séricas de leptina em indivíduos 
hiperlipidêmicos eutróficos.      
 
Análises Plasmáticas e Sanguíneas 
 
Com o intuito de analisar as alterações metabólicas induzidas pelo tratamento com a dieta 
hiperlipídica, dentre os experimentos realizados, foram determinadas as concentrações 
plasmáticas de colesterol e triacilgliceróis, além das concentrações sanguíneas de glicose.  
A concentração total de colesterol dos animais que fizeram a ingesta da ração padrão foi 
igual a 42,32 + 3,93 mg/dL enquanto que para os animais do grupo tratados com a dieta 
hiperlipídica, os valores foram significativamente maiores 71,91 + 6,46 mg/dL (Figura 3). Estes 
resultados estão de acordo com o trabalho realizado em nosso laboratório por Miotto (2006), que 
utilizou a mesma dieta, por um período de seis semanas e com o trabalho de Wolf-Nunes (2004), 
após quatro semanas de tratamento com a dieta hiperlipídica. 
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Figura 3. Concentração de colesterol plasmático (mg/dL) dos animais do grupo controle (n=11) e 
tratados com dieta hiperlipídica (n=15). Os valores estão expressos em média + EPM. A análise 
estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. * p < 0,05 Controle vs. Dieta. 
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 As concentrações plasmáticas dos triacilgliceróis, por sua vez, não apresentaram 
diferenças significativas entre os animais do grupo controle e dieta (C = 21,6 + 2,8 mg/dL vs. D = 
24,1 + 3,8 mg/dL) (Figura 4). Estes dados são diferentes do que foi observado nos trabalhos de 
Wolf-Nunes (2004) e Miotto (2006). Ambos os autores encontraram diferenças estatisticamente 
significativas, quando compararam as concentrações plasmáticas de triacilgliceróis. No trabalho 
de Wolf-Nunes (2004), após quatro semanas de tratamento com dieta hiperlipídica, as 
concentrações de triacilgliceróis foram: C = 23,8 + 2,3 mg/dL vs. D= 37,6 + 2,1 mg/dL, p < 0,05. 
Já Miotto (2006), após as seis semanas de tratamento com a dieta hiperlipídica, encontrou os 
seguintes valores: C = 20,9 + 1,2 mg/dL vs. D = 51,3 + 1,7 mg/dL, p < 0,05. 
 Uma das prováveis diferenças neste resultado pode estar relacionada com o método 
utilizado para dosagem destas concentrações plasmáticas dos triacilgliceróis. Miotto (2006) 
realizou a coleta de sangue de ratos que foram cateterizados previamente, não utilizando 
anestésico, que foi utilizada para os ratos analisados neste estudo. Já no trabalho de Wolf-Nunes 
(2004), a análise das concentrações dos triacilgliceróis foi determinada em amostras de sangue 
coletadas em seringa não heparinizada, enquanto que para os ratos do presente estudo foi 
utilizada seringa contendo anticoagulante. Outra possibilidade são os tipos de fibras que 
compõem a ração hiperlipídica utilizada e que podem ser diferentes da ração que foi empregada 
nos dois trabalhos anteriores.  
Embora estes valores tenham variado entre os trabalhos descritos acima, as concentrações 
elevadas de colesterol, bem como a avaliação morfológica do tecido hepático, realizada em outro 
estudo de nosso laboratório ainda não publicado, indicou esteatose hepática nos ratos que 
ingeriram a dieta hiperlipídica por quatro semanas (Figura 5). A esteatose hepática é atualmente 
reconhecida com o a manifestação hepática da síndrome metabólica, e é a principal causa de 
morbidade e mortalidade relacionada com o fígado. Fatores de risco associados à esteatose 
hepática incluem obesidade e resistência à insulina. O prognóstico da doença está relacionado 
com o grau de esteatose, podendo evoluir no longo prazo para cirrose hepática. Por conta da 
presença de esteatose hepática, podemos inferir que tivemos instalação do quadro de dislipidemia 
(HJELKREM; TORRES; HARRISON, 2008).   
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Figura 4. Concentrações plasmáticas de triacilgliceróis (mg/dL) dos animais do grupo controle 
(n=11) e tratados com dieta hiperlipídica (n=15). Os valores estão expressos em média + EPM. A 
análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05.  
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A       B 
Figura 5: Foto ilustrativa do tecido hepático de ratos controle (A) e submetidos à dieta 
hiperlipídica (B), ao longo de quatro semanas. Os ratos controle ingeriram ração padrão para 
laboratório contendo 4% de gordura e 0% de colesterol - Nuvilab Brasil, e a ração hiperlipídica 
tinha a seguinte composição: 15% de gordura de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% 
de ácido cólico (HN&C Consultoria em Nutrição Experimental, Brasil).  
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A concentração sanguínea de glicose (C = 83,43 + 5,90 vs. D = 87,72 + 2,93 mg/dL) não 
foi significativamente diferente entre os animais tratados com a dieta hiperlipídica ou padrão. 
Este resultado está demonstrado na figura 6. 
 No caso das concentrações sanguíneas de glicose, os resultados estão de acordo com o 
trabalho de Wolf-Nunes (2004), que apesar de ter utilizado outro método para determinação da 
concentração de glicose, também não encontrou diferenças significativas entre os grupos controle 
e tratados com a dieta hiperlipídica (C = 104,2 + 4,8 vs. D = 99,6 + 5,1 mg/dL).  O mesmo 
resultado foi encontrado por Miotto (2006), que utilizou a dieta hiperlipídica por seis semanas (C 
= 112,9 + 11,9 vs. D = 110,5 + 4,9 mg/dL). 
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Figura 6. Concentrações sanguíneas de glicose (mg/dL) dos animais do grupo controle (n=7) e 
tratados com dieta hiperlipídica (n=11). Os valores estão expressos em média + EPM. A análise 
estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05.  
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Clamp Euglicêmico-Hiperinsulinêmico 
 
 O clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico foi realizado com o objetivo de analisar o 
metabolismo glicêmico dos animais e é caracterizado pela manutenção constante de uma taxa de 
insulina, enquanto que a infusão de glicose é regulada momento a momento (MARTINELLI, 
2009). A manutenção da euglicemia por duas horas permite avaliar se houve alteração na 
captação de glicose pelos tecidos periféricos. Quanto maior a resistência dos tecidos à insulina 
menor será a taxa de infusão de glicose (AGOSTO et al., 1997).  
Em nosso laboratório, dois protocolos diferentes de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 
já foram utilizados para realização destes ensaios. Em 2006, o protocolo utilizado consistia na 
realização do clamp após 24 horas do procedimento cirúrgico de cateterização (MIOTTO, 2006). 
No outro protocolo desenvolvido em 2008, após a cirurgia, as cânulas eram expostas na região 
ventral do animal e cerca de 1 hora depois o clamp era iniciado (MARTINELLI, 2009). Estas 
alterações foram realizadas com o intuito de aprimorar os experimentos e os resultados foram 
mais precisos, de forma que, atualmente, o protocolo desenvolvido em 2008 é o que está sendo 
utilizado nos trabalhos do laboratório.  
Nossos resultados, utilizando o protocolo de Martinelli (2009) mostraram que os animais 
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica apresentaram taxa de infusão de glicose (GIR; 
mg/Kg/min) significativamente menores que os animais que fizeram a ingesta da dieta padrão 
tanto na primeira hora (C = 7,98 ± 0,07 vs. D = 5,00 ± 0,15 mg/Kg/min, p<0,05) quanto na 
segunda hora (C = 7,67 ± 0,04 vs. D = 3,73 ± 0,12 mg/Kg/min, p<0,05). A análise da área sob a 
curva, considerando às duas horas do clamp, também confirmou esta redução na taxa de infusão 
de glicose (C = 938,3 ± 72,06 vs. D = 529,6 ± 58,14, mg/Kg/min, p<0,05). Durante todo o 
período de experimento foi observada a euglicemia, o que confere confiabilidade nos dados. Os 
resultados estão apresentados na tabela 2 e figura 7. 
Estes resultados diferem daqueles encontrados por Miotto (2006), que não verificou 
diferenças significativas na taxa de infusão de glicose na primeira hora e, para os animais tratados 
com dieta hiperlipídica por seis semanas, na segunda hora, foi verificado aumento significativo 
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na taxa de infusão de glicose, comparada a taxa de infusão dos animais que ingeriram a dieta 
padrão.  
O protocolo utilizado no trabalho de Miotto (2006) foi o primeiro realizado em nosso 
laboratório e pode ser um dos motivos das diferenças encontradas. Outro ponto importante é o 
fato de que o clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico deste trabalho foi realizado com os animais 
acordados, o que também pode interferir nos resultados devido ao menor controle do 
experimento. A taxa de infusão de glicose no trabalho de Miotto (2006) apresentou valores 
elevados, tanto para o controle, quanto para os ratos hiperlipidêmicos, quando comparado com os 
nossos resultados, obtidos em ratos anestesiados. Baret e colaboradores (2002) também 
realizaram o clamp euglicêmico hiperinsulinêmico com os ratos acordados, e encontraram 
valores elevados comparados aos deste trabalho.   
A taxa de infusão de glicose reduzida nos animais submetidos ao tratamento com dieta 
hiperlipídica durante quatro semanas corrobora com outros trabalhos da literatura que, utilizando 
técnicas distintas, mostraram menor captação de glicose para animais alimentados com este tipo 
de ração (HAN et al. 1997; PROIETTO et al., 1999; KADOWAKI et al., 2003; ZHANG et al., 
2007; BROWN et al., 2010; HONORS; HARGRAVE; KINZIG, 2011). Kusunoki et al. (2002), 
realizou experimentos com ratos submetidos a tratamento com dieta hiperlipídica e verificou 
redução significativa na GIR destes animais, quando comparados ao controle. Outro trabalho, 
realizado com camundongos, mostrou que após cinco semanas de tratamento com dieta 
hiperlipídica os animais desenvolvem resistência à insulina e quando tratados com GABA 
apresentaram melhora na tolerância a glicose e sensibilidade à insulina (TIAN et al., 2011). Ratos 
da linhagem Sprague Dawley também apresentaram resistência à insulina após o tratamento com 
seis semanas de dieta hiperlipídica comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta padrão 
(YAO; ZHI; MINHU, 2011).  
Diversas doenças metabólicas têm a resistência à insulina como fator desencadeante. A 
insulina apresenta efeito lipogênico no tecido adiposo, além de estimular no catabolismo das 
micelas e da fração de VLDL, bem como favorecer o clearence da fração LDL (DeFRONZO & 
FERRARINNINI, 1991; MALMINIEMI et al., 1995).  
No trabalho de Kusunoki et al. (2002), foi sugerido que a redução na sensibilidade a 
insulina é responsável por promover um aumento nas concentrações sanguíneas de VLDL e LDL 
e efeitos em menor escala nas concentrações de HDL.  
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Apesar de neste estudo não verificarmos aumento significativo das concentrações de 
triacilgliceróis dos animais tratados com a dieta hiperlipídica, sabe-se que o aumento de sua 
quantidade no organismo é capaz de interferir no funcionamento da insulina, reduzindo seu efeito 
na musculatura (BERGMAN & ADER, 2000). No estudo de Wolf-Nunes (2004), após seis 
semanas de ingestão de dieta hiperlipídica, foi verificada elevação significativa, nas 
concentrações plasmáticas de insulina destes animais, comparado aos ratos que ingeriram a dieta 
padrão. 
A resistência à insulina apresentada pelos animais tratados com dieta hiperlipídica 
também foi verificada na captação de 2–D-[2,6-
3
H] deoxiglicose (2-DG) em adipócitos isolados 
do tecido epididimal, para algumas concentrações de noradrenalina, isoprenalina e insulina, que 
serão mostradas adiante. No trabalho de Randle (1963), esta menor captação de glicose é 
atribuída a um aumento na disponibilidade de ácidos graxos, causada pela ingestão da dieta 
hiperlipídica, fazendo com que este substrato seja mais utilizado em processos metabólicos, 
reduzindo a captação da glicose.  
Em nosso laboratório também são realizadas pesquisas envolvendo a indução de estresse 
por choque nas patas. Farias-Silva et al. (2002) demonstraram que estes animais, após três 
sessões de choque, apresentavam hiperglicemia e hiperinsulinemia. Assim como aconteceu com 
os animais tratados com a dieta hiperlipídica, os ratos submetidos ao estresse por choque nas 
patas apresentaram redução na captação de 2-DG na presença de insulina (ALMEIDA, 2008).  
Esta resistência à insulina é característica em diabéticos do tipo II, que apresentam 
elevação na glicemia, devida esta menor sensibilidade à insulina tanto em tecidos musculares, 
quanto no tecido adiposo (STALLKNECHT et al., 1993; KADOWAKI et al., 2003; ZHANG et 
al., 2010). 
Uma das formas descritas na literatura para melhorar a resistência à insulina é a realização 
de exercícios físicos aeróbios e resistidos (IVY, 1997; WALLBERG-HENRIKSSON; RINCON; 
ZIERATH, 1998; IVY, 2004; SUNDELL, 2011). Em outro trabalho realizado em nosso 
laboratório, analisamos os efeitos da realização de 50 minutos de natação, durante cinco dias por 
semana, ao longo de quatro semanas, em ratos Wistar (MARTINELLI, 2009). Quando 
analisamos os resultados do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico destes animais submetidos à 
prática de natação, foi verificado que estes apresentaram maior taxa de infusão de glicose, 
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comparada ao grupo controle, o que está de acordo com achados da literatura. A sensibilidade 
periférica de ratos Wistar obesos, por indução de dieta hiperlipídica, melhorou após seis semanas 
de treinamento resistido (PANVELOSKI-COSTA et al., 2011). Suh et al. (2011) realizou uma 
pesquisa com adolescentes que praticaram exercício aeróbio ou resistido por 12 semanas e os 
resultados mostraram melhora na sensibilidade à insulina, para ambos os grupos, após este 
período. Como os resultados entre os animais do grupo controle utilizados nestes experimentos 
não apresentaram diferenças com os animais utilizados no presente trabalho, realizamos a 
comparação com os ratos tratados com a dieta hiperlipídica por quatro semanas e, como 
esperado, os resultados da taxa de infusão de glicose foi significativamente maior para os animais 
submetidos a este protocolo de baixa intensidade de natação (D = 3,73 ± 0,12 vs. N =11,31 ± 0,44 
mg/Kg/min, p<0,05). Estes dados são indicativos de que temos uma maior captação de glicose 
nos tecidos periféricos destes animais. Um dos motivos para esta resistência à insulina é que o 
principal transportador da glicose, o GLUT-4, depende do estímulo da insulina para que possa ser 
translocado para membrana plasmática (ZORZANO; PALACÍN; GUMA, 2005; PRADA et al., 
2006; McGEE & HARGREAVES, 2006; HOLLAND et al., 2007; THORENS & MUECKLER, 
2010). 
No trabalho de Martinelli (2009) foi mostrado que a expressão do GLUT-4 estava 
aumentada no grupo natação, comparado aos animais controle. Mesmo não realizando a 
determinação da expressão do GLUT-4 dos ratos tratados com a dieta hiperlipídica, existem 
trabalhos na literatura que mostram a redução na população destes transportadores 
(HIGASHIDA; HIGUCHI; TERADA, 2009; XUE et al., 2011), o que possivelmente é o 
principal fator para menor taxa de infusão de glicose encontrada nos animais do grupo tratados 
com a dieta hiperlipídica neste estudo.    
 Além do GLUT-4, existem outras moléculas também estão envolvidas no metabolismo da 
glicose como a proteína quinase dependente de AMP (AMPK). A AMPK é uma enzima que 
detecta variações na necessidade energética celular, de forma que quando há redução da energia 
disponível, em situações como exercício físico, jejum prolongado e hipóxia, temos variação na 
sua expressão (KEMP et al., 1999; MUSI et al., 2001). Apesar de não estar totalmente elucidado 
na literatura como ocorre o aumento da produção de GLUT-4, estimulada pelo AMPK, existem 
estudos mostrando que a via desta proteína é semelhante a da insulina (HARDIE, 2003; 
TOWLER & HARDIE, 2007). Por conta disto, existem trabalhos que trazem a relação entre esta 
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enzima e o desenvolvimento da resistência à insulina e outras desordens metabólicas (RICHTER 
& RUDERMAN, 2009).  
 Estudos na literatura mostraram que a realização de exercícios físicos é um dos fatores 
que promovem o aumento na expressão da AMPK (HAWLEY & LESSARD, 2008; 
WOJTASZEWSKI & RICHTER, 2006). No estudo de Martinelli (2009), a quantidade de AMPK 
expressa pelos animais que realizaram a natação, foi maior comparada ao controle, porém, as 
diferenças não foram significativas. Isto sugere que a AMPK é uma proteína de regulação aguda, 
sendo que a análise da sua expressão após três dias do período de natação permitiu que seus 
valores retornassem a níveis semelhantes ao basal. 
Diversos trabalhos na literatura mostraram que o tratamento com dieta hiperlipídica não 
influenciou as concentrações de AMPK nos animais que fizeram esta ingesta (KOISTINEN et al., 
2003; STEINBERG et al., 2004; BRANDT et al., 2010; FILLMORE et al., 2010). Por outro lado, 
existem trabalhos que mostraram diminuição na expressão da AMPK de humanos obesos e que 
apresentavam quadro de resistência à insulina (SRIWIJITKAMOL et al., 2007; DeFILIPPIS et 
al., 2008). Com base nestas informações, podemos perceber a necessidade de novos estudos a fim 
de esclarecer os mecanismos moleculares da resistência à insulina.  
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Tabela 2 – Valores glicêmicos (mg/dL), valores de taxa de infusão de glicose (GIR; mg/Kg/min) 
e área sob a curva (AUC: Glicemia; mg/dL; GIR; mg/Kg/min) obtidos a partir do ensaio de 
clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico em ratos controle (C, n=7), submetidos a quatro semanas 
de tratamento com dieta hiperlipídica  (D, n=6).  
1a hora 2a hora Área sob Curva (2 horas) 
Grupo 
Glicemia GIR Glicemia GIR Glicemia GIR 
C 99 ± 1,06 7,98 ± 0,07 103 ± 0,72 7,67 ± 0,04 12117 ± 523,7 938,3 ± 72,06 
D 100 ± 1,68  5,00 ± 0,15* 106 ± 1,32 3,73 ± 0,12* 12929 ± 653,7 529,6 ± 58,14* 
 
As coletas de sangue para análise da glicemia foram realizadas a cada 10 minutos durante 
2 horas de ensaio. O tempo zero representa o início deste prazo, determinado após a estabilização 
da glicemia em valores próximos ao de jejum, verificada após três repetições seguidas. Uma 
coleta prévia à infusão de solução de glicose e insulina indica a glicemia de jejum. Dados 
apresentados como média ± EPM. 
* P<0,05 D vs C; teste t de Student e AUC.  
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Figura 7 – Valores glicêmicos (A, mg/dL) e taxa de infusão de glicose (B, GIR mg/Kg/min) obtidos a partir do ensaio de clamp 
euglicêmico-hiperinsulinêmico em ratos controle (n=7), submetidos a quatro semanas de ingestão de dieta hiperlipídica (n=6). As 
coletas foram realizadas a cada 10 minutos durante 2 horas de ensaio. O tempo zero representa o início deste prazo, determinado após 
a estabilização da glicemia em valores próximos ao de jejum, verificada após três repetições seguidas. Uma coleta prévia à infusão de 
solução de glicose e insulina indica a glicemia de jejum, e não está apresentada nesta figura. Os resultados estão expressos como média 
+ EPM das coletas de amostras sanguíneas realizadas a cada 10 minutos. A análise estatística destes dados foi realizada pela medida da 
área sob a curva e está apresentada na tabela 2. 
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Captação de Glicose em Adipócitos Isolados 
 
 Além do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, também realizamos estudos de 
captação de glicose em adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos submetidos 
ao tratamento com dieta hiperlipídica, ou que tenham feito ingesta da ração padrão. Os 
primeiros estudos realizados em nosso laboratório, utilizando esta técnica, foram realizados 
por Almeida (2008), que avaliou animais submetidos a três sessões de choques nas patas, em 
dias consecutivos. Estes dados estão descritos no texto a seguir com o objetivo de 
compararmos possíveis alterações na resposta à agonistas adrenégicos e à insulina em 
diferentes modelos de ratos. 
   Inicialmente analisamos a captação da 2–D-[2,6-
3
H] deoxiglicose (2-DG), utilizando 
diferentes concentrações de insulina. Em adipócitos isolados de ratos controle, a insulina 
promoveu aumento significativo para as concentrações de 250 e 500 μU/mL, quando 
comparada a concentração 50 μU/mL (C: 50 μU/mL = 18,34 + 2,67 vs. 250 μU/mL = 43,74 + 
5,04; 500 μU/mL = 53,12 + 4,22 % de aumento na captação de 2-DG em relação ao basal, 
p<0,05). Já para os ratos pertencentes ao grupo choque, esta mesma comparação, mostrou 
aumento significativo somente para concentração 500 μU/mL (CH: 50 μU/mL = 17,50 + 3,00 
vs. 500 μU/mL = 38,40 + 6,10 % de aumento na captação de 2-DG em relação ao basal, 
p<0,05). Por sua vez, para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica por quatro 
semanas, a comparação com a concentração 50 μU/mL não foi estatisticamente diferente para 
nenhuma das outras concentrações de insulina utilizadas. 
Nossos resultados mostraram que os ratos submetidos ao tratamento com dieta 
hiperlipídica por quatro semanas apresentaram captação de glicose significativamente menor, 
quando comparado aos ratos que ingeriram a dieta padrão, para as concentrações de 250 e 500 
μU/mL de insulina (250 μU/mL - C = 43,74 + 5,04 vs. D = 18,14 + 4,72 %; 500 μU/mL - C = 
53,12 + 4,22 vs. 16,97 + 2,37 % de aumento na captação de 2-DG em relação ao basal, 
p<0,05). Apesar destas diferenças encontradas, conforme descrito anteriormente, os ratos não 
estavam hiperglicêmicos no jejum e a comparação entre os grupos não mostrou diferenças 
estatisticamente significativas.   
Quando comparamos os resultados da captação de 2-DG pelos ratos submetidos a três 
sessões de choque nas patas com o grupo controle, verificamos redução significativa na 
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captação apenas para concentração de 500 μU/mL de insulina (C = 53,12 + 4,22 vs. CH = 
38,40 + 6,10 % de aumento na captação de 2-DG em relação ao basal, p<0,05). Também 
realizamos a comparação da captação de glicose entre o grupo submetido ao tratamento com a 
dieta hiperlipídica e os ratos submetidos às sessões de choques nas patas. Verificamos que os 
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica apresentaram redução significativa na 
captação de glicose induzida pela insulina para as concentrações de 100, 250 e 500 μU/mL 
(100 μU/mL – D = 11,15 + 3,88 vs. CH = 25,60 + 3,5 %; 250 μU/mL - D = 18,14 + 4,72 vs. 
CH = 32,70 + 3,80 %; 500 μU/mL - D = 16,97 + 2,37 vs. CH = 38,40 + 6,10 % de aumento na 
captação de 2-DG em relação ao basal, p<0,05). Os resultados dos grupos controle e que 
fizeram ingesta da dieta hiperlipídica estão apresentados na figura 8. 
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Figura 8. Efeito de diferentes concentrações de insulina na captação de 2–D-[2,6-
3
H] 
deoxiglicose (2-DG), pelos adipócitos epididimais isolados de ratos controle (n=9-11), 
submetidos a tratamento com dieta hiperlipídica por quatro semanas (n=4-5). Os valores 
representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estão 
expressos em % de aumento na captação de 2-DG em relação ao basal/ 3 x 10
5 
células em 15 
minutos de incubação.  
* p < 0,05 quando comparado ao controle (Test t de Student).  
# 
p < 0,05 quando comparado com a concentração de 50 μU/mL de insulina de seu respectivo 
grupo (ANOVA seguida do teste de Tukey). 
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O fato da captação de glicose pelos adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal, 
estimulada pela insulina, estar significativamente reduzida para os ratos que fizeram ingesta 
da dieta hiperlipídica por quatro semanas, comparado aos ratos que ingeriram a dieta padrão, 
permitem sugerir o quadro de resistência à insulina, também verificado nos experimentos de 
clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, que realizamos com estes ratos e estão descritos 
anteriormente. 
Da mesma forma que observado com os adipócitos isolados dos animais tratados com 
a dieta hiperlipídica, os ratos submetidos ao estresse por choque nas patas apresentaram 
redução na captação de 2-DG na presença de insulina. A resistência à insulina neste modelo 
de choque nas patas já havia sido descrita em outros estudos do nosso laboratório (FARIAS-
SILVA et al., 2002). Um dos pontos interessantes que também podemos analisar é que a 
captação de 2-DG foi significativamente menor nos adipócitos isolados dos animais do grupo 
dieta hiperlipídica, comparado ao grupo choque. Estas informações permitem sugerir que a 
dieta hiperlipídica é um fator eficiente para indução da resistência à insulina que o estresse 
por choque nas patas, sendo assim indicado como modelo de estudo desta doença.  
Os adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal também foram incubados com 
diferentes concentrações de noradrenalina para análise da captação da 2-DG. Para os ratos 
submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica, a captação de glicose marcada pelos 
adipócitos isolados foi significativamente diferente para todas as concentrações de 
noradrenalina utilizadas, quando comparadas a concentração 0,1 nM. Apesar deste 
comportamento não ter sido observado no grupo controle, quando realizamos a comparação 
entre entres os dois grupos, verificamos redução significativa na captação de glicose pelos 
adipócitos isolados dos animais que ingeriram a dieta hiperlipídica para as concentrações de 
0,1 e 1000 nM (0,1 nM - C = 32,39 + 6,94 vs. D = 9,56 + 2,76 %; 1000 nM – C = 49,57 + 
4,23 vs. D = 29,45 + 3,89 % de aumento de captação de 2-DG em relação ao basal, p<0,05). 
Analisando a captação de glicose do adipócitos isolados dos animais submetidos às 
sessões de choques nas patas, verificamos que ocorreu aumento significativo da captação, 
tanto em relação ao controle quanto ao grupo dieta para todas as concentrações de 
noradrenalina utilizadas, exceto na concentração 1 nM, para comparação choque versus 
controle. Almeida (2008) identificou que esta captação de glicose, para os animais do grupo 
choque deve-se ao aumento da população de adrenoceptores α1. A discussão destes dados será 
realizada posteriormente.   
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Figura 9. Efeito de diferentes concentrações de noradrenalina na captação de 2–D-[2,6-
3
H] 
deoxiglicose (2-DG), pelos adipócitos epididimais isolados de ratos controle, submetidos a 
tratamento com dieta hiperlipídica. Os valores representam a média ± EPM de 3-7 
experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estão expressos em % de aumento na 
captação de 2-DG em relação ao basal / 3 x 10
5 
células em 15 minutos de incubação.  
*p < 0,05 quando comparado ao controle (Test t de Student).  
# 
p < 0,05 quando comparado com a concentração de 0,1 nM de noradrenalina de seu 
respectivo grupo (ANOVA seguida do teste de Tukey).  
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 A fim de verificar a participação de adrenoceptores β na captação da 2-DG, foi 
realizada incubação dos adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal na presença do 
agonista beta não seletivo, isoprenalina. A concentração utilizada foi de 1000 nM e todos os 
grupos apresentaram aumento na quantidade de glicose captada, sendo significativo em 
relação ao basal, somente para os grupos controle e choque nas patas. Entretanto, a captação 
de glicose dos grupos controle e dos animais submetidos às sessões de choques nas patas não 
foram diferentes entre si. Por outro lado, os adipócitos isolados dos animais que fizeram 
ingesta da ração hiperlipídica apresentaram redução significativa da captação de glicose, 
quando comparado aos grupos controle, que ingeriu a dieta padrão, e ao grupo choque (D = 
20,07 + 7,10 vs. C = 53,28 + 4,50 %; CH = 58,35 + 8,75 % de aumento de captação de 2-DG 
em relação ao basal, p<0,05). Estes resultados demonstram uma subsensibilidade dos 
adrenoceptores beta nos animais que fizeram ingesta da ração hiperlipídica. Os resultados dos 
grupos controle e dieta hiperlipídica estão apresentados na figura 10. 
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Figura 10.  Efeito da isoprenalina (1000 nM) na captação de 2–D-[2,6-
3
H] deoxiglicose (2-
DG), pelos adipócitos epididimais isolados de ratos controle (n=4), submetidos a tratamento 
com dieta hiperlipídica por quatro semanas (n=6). Os valores representam a média ± EPM de 
experimentos distintos, realizados em quadruplicata e estão expressos em % de aumento na 
captação de 2-DG em relação ao basal / 3 x 10
5 
células em 15 minutos de incubação.  
 
* p < 0,05 quando comparado com o seu respectivo controle (Test t de Student).  
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O principal papel da insulina no organismo é estimular a captação de glicose pelas 
células, principalmente no tecido adiposo e dos músculos. O primeiro pesquisador que sugeriu 
a necessidade de um componente para o transporte da glicose através da membrana 
plasmática foi LeFevre em 1948, entretanto, a demonstração de que este processo era mediado 
por uma proteína aconteceu somente no final dos anos 70 (KASAHARA & HINKLE, 1977). 
O mecanismo molecular por meio do qual a insulina realiza este estímulo foi descrito 
por Cushman e Wardzala em 1980. Eles propuseram que a insulina, após a ligação em seu 
receptor de membrana, desencadeia a migração de proteínas intracelulares para membrana 
plasmática, de forma a permitir a captação de glicose pela célula (CUSHMAN & 
WARDZALA, 1980). A estes transportadores foi designado o termo GLUTs – Glucose 
Transporters (MUECKLER et al., 1994). Atualmente, sabe-se que a captação de glicose é 
realizada por uma família de transportadores de glicose, constituída por 14 tipos diferentes de 
proteínas (THORENS & MUECKLER, 2010), sendo que os transportadores da classe I 
(GLUT-1 a 4) são os que melhores representam esta família (SIMPSON et al., 2008).  
O primeiro transportador de glicose determinado foi o GLUT-1, em 1985 
(MUECKLER et al., 1985). Este transportador é uma das proteínas de membrana mais 
estudadas na literatura, mesmo assim, ainda existem perguntas para serem respondidas acerca 
deste transportador, que está presente em glóbulos vermelhos e células endoteliais, como o 
mecanismo que promove a captação da glicose (MUCKLER & MAKEPEACE, 2009). O 
GLUT-2 está presente nas células β do pâncreas, células epiteliais do intestino e rins, além 
dos hepatócitos (THORENS, 1992). O GLUT-3 é o principal transportador de glicose 
neuronal e está presente tanto nos dendritos, quanto nos axônios e sua expressão nas 
diferentes regiões do cérebro está diretamente relacionada com a utilização regional de 
glicose (THORENS & MUECKLER, 2010). 
Além destes três subtipos de transportadores de glicose, um dos mais importantes para 
o metabolismo corporal é o GLUT-4. O GLUT-4 foi descoberto no final dos anos 80 por 
James e colaboradores e, desde então, o número de trabalhos realizados e que envolvem a 
participação destes transportadores é extremamente elevado. Um dos motivos para isto deve-
se ao fato de sua importância na regulação do metabolismo da glicose no organismo, além da 
relação como inúmeras patologias como a obesidade e a Diabetes Mellitus. Este transportador 
é o único responsável por realizar o transporte de glicose, dependente da insulina, pelos 
músculos esqueléticos e tecido adiposo (HENRIKSEN et al., 1990; LAWRENCE et al., 
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1992). A insulina liga ao seu receptor e realiza a fosforilação no resíduo de tirosina, o que 
resulta em uma cascata intracelular de eventos que incluem a fosforilação dos substratos 1 e 2 
do receptor de insulina (IRS 1-2) e consequente ativação da enzima fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3-K) (FOLLI et al., 1992; CONSITT; BELL; HOUMARD, 2009).  
A ativação da PI3-K regula a ação da proteína quinase C atípica (aPKC) assim como 
da Akt que é responsável pela ativação do substrato 160kD da Akt (AS160). Atualmente, 
alguns autores acreditam que a translocação do GLUT-4 para membrana é coordenada pela 
aPKC e AS160 (CHANG; CHIANG; SALTIEL, 2004; KRAMER et al., 2006).         
Nossos ensaios mostraram que a captação de glicose estimulada pela insulina estava 
significativamente menor em animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica, para as 
concentrações de 250 e 500 μU/mL, comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta 
padrão. Estes resultados corroboram com os achados obtidos no clamp euglicêmico-
hiperinsulinêmico, em que observamos uma taxa de infusão da glicose, significativamente 
menor, durante as duas horas de experimento para estes animais que ingeriram a dieta 
hiperlipídica. Conforme descrito anteriormente, apesar de não realizarmos a determinação da 
expressão de GLUT-4 nos adipócitos destes ratos, existem relatos na literatura mostrando 
menor captação de glicose em animais que fizeram ingesta de dieta hiperlipídica 
(HIGASHIDA; HIGUCHI; TERADA, 2009; XUE et al., 2011). Já para os animais que foram 
submetidos às sessões de choques nas patas, a captação de glicose, estimulada pela insulina, 
foi significativamente menor somente para concentração de 500 μU/mL. Esta redução na 
sensibilidade da insulina está de acordo com os resultados do trabalho de Farias-Silva et al. 
(2002), que observou redução dos efeitos anti-lipolíticos da insulina, nos adipócitos isolados 
de ratos submetidos a estresse por choque nas patas. As concentrações em que verificamos 
aumento significativo da captação de glicose são elevadas, comparadas as concentrações 
fisiológicas de ratos no estado de jejum ou alimentados. Animais submetidos a ensaio de 
ivGTT apresentaram glicemia de jejum de aproximadamente 20 μU/mL e 80 μU/mL quando 
submetidos a sobrecarga de glicose (STRIFFLER & NADLER, 2004). Durante a realização 
de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, Baret e colaboradores (2002), encontraram glicemia 
de jejum de aproximadamente 30 μU/mL e cerca de 145 μU/mL no final do ensaio. Com 
base nestas informações, seria esperado que obtivéssemos aumento significativo da captação 
de glicose a partir da concentração de 100 μU/mL, o que não aconteceu, mas que foi 
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observado nas concentrações de 250 e 500 μU/mL, exceto para o grupo choque, em que o 
aumento foi significativo somente em 500 μU/mL.   
A ingesta de ração hiperlipídica promove aumento das concentrações de ácidos graxos 
livres, o que pode ser um dos fatores responsáveis pela redução significativa da captação de 
glicose para os animais que foram alimentados com esta dieta. Alguns estudos demonstraram 
que a captação de glicose no tecido muscular estaria prejudicada por conta deste aumento na 
quantidade de ácidos graxos livres disponíveis no plasma. O provável mecanismo para isto 
seria que estes ácidos graxos livres aumentariam as concentrações intracelulares de ácidos 
graxos de cadeia longa que promoveriam a elevação de diacilglicerol (DAG), triacilgliceróis 
(TAG) e ceramidas. Tanto os ácidos graxos de cadeia longa, quanto os DAG, são capazes de 
reduzir a ação da insulina, pela via da proteína quinase C (PKC). A PKC aumenta a 
fosforilação no resíduo de serina do receptor da insulina, o que irá promover uma redução na 
associação entre o IRS1 e a PI3-K, resultando na diminuição da captação de glicose. Já as 
ceramidas são capazes de reduzir a captação da glicose estimulada pela insulina, via 
diminuição da fosforilação da Akt (CONSITT; BELL; HOUMARD, 2009). 
Outros estudos na literatura também mostraram que a dieta hiperlipídica é responsável 
por interferir diretamente nas concentrações intracelulares das moléculas envolvidas na 
captação de glicose estimulada pela insulina. Speed et al. (2011), mostraram que a dieta 
hiperlipídica em ratos promoveu redução na expressão de Akt em neurônios da substância 
negra e do núcleo estriado. A redução nas quantidades de IRS-1 também foi identificada em 
células musculares de ratos que ingeriram dieta hiperlipídica (ANSARULLAH et al., 2011). 
No estudo de Stefanyk e colaboradores (2011), a atividade da AS160 também foi 
significativamente reduzida nos animais alimentados com dieta hiperlipídica.  
Com base nestas informações, podemos sugerir que a redução na captação de glicose 
estimulada pela insulina, possivelmente, está significativamente diminuída nos ratos que 
fizeram ingesta da dieta hiperlipídica, devido alterações na atividade de enzimas envolvidas 
na captação de glicose estimulada pela insulina, fato foi observado em outros estudos com 
este tipo de dieta.  
Conforme descrito anteriormente, os animais submetidos a estresse por choque nas 
patas também apresentaram redução significativa na captação de glicose pelos adipócitos 
isolados do tecido adiposo epididimal. Existem relatos na literatura indicando que o quadro de 
resistência à insulina pode ser desencadeado pelo aumento da atividade simpática devido à 
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ativação de adrenoceptores α1 (McCARTY, 2004). O provável mecanismo seria o aumento da 
concentração de cálcio no interior da célula promovendo alterações na captação glicose via 
GLUT-4 (BEGUM et al., 1993; REUSCH et al., 1993). Como estes animais estão estressados, 
provavelmente a redução na captação de glicose induzida pela insulina pode estar reduzida 
por conta desta via. 
Estudos na literatura mostraram que a captação de glicose é estimulada tanto pela 
insulina quanto pelas catecolaminas (NOGAKI, 2000; SMITH, 2002). As catecolaminas 
endógenas, adrenalina e a noradrenalina, são hormônios cuja ação é realizada por meio de 
adrenoceptores (JENSEN et al., 1996; CAREY, 1998).  
Os adrenoceptores foram classificados em α e β por Ahlquist (1948) e depois 
subdivididos nos subtipos 1 e 2 (LANDS et al., 1967a; 1967b). Posteriormente, foi 
demonstrada a existência de um terceiro subtipo de receptor β, o β3, em adipócitos de 
humanos, ratos e camundongos (KOBILKA et al., 1987; MACHIDA et al., 1990; NAHMIAS 
et al., 1991).   
Alguns destes adrenoceptores estão envolvidos com a captação de glicose. No estudo 
de Faintrenie & Geloén (1998), foi demonstrada a participação dos adrenoceptores α1 na 
captação de glicose em adipócitos de ratos. Posteriormente, em adipócitos isolados do tecido 
adiposo epididimal, foi demonstrado que a captação de glicose é mediada pelos 
adrenoceptores do tipo α1a (CHENG et al., 2000) Em estudo realizado com humanos, 
Boschmann et al. (2002) também demonstraram aumento na captação de glicose de 
indivíduos eutróficos via adrenoceptores α1. Relatos na literatura mostram que ativação destes 
adrenoceptores é responsável por realizar a hidrólise de fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato pela 
fosfolipase C (PLC), através da proteína Gq/11, resultando na produção de inositol 1,4,5-
fosfato que promove a liberação de cálcio e do DAG, que ativam a proteína quinase C (PKC) 
(ZHONG & MINNEMAN, 1999). Segundo Kelly et al. (1992), estes lipídeos da via da PLC 
podem servir de substrato para PI3K, que desempenha papel fundamental na captação de 
glicose.  
A fim de analisar a influência dos adrenoceptores na captação de glicose, realizamos a 
incubação de diferentes concentrações de noradrenalina com os adipócitos isolados do tecido 
epididimal dos animais submetidos ao tratamento com dieta hiperlipídica ou padrão. Os 
animais que ingeriram a dieta padrão apresentaram aumento significativo da captação de 
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glicose estimulada pela noradrenalina para todas as concentrações utilizadas, quando 
comparadas as concentrações basais. Já nos animais que ingeriram a dieta hiperlipídica, 
somente a partir da concentração 10 nM de noradrenalina, tivemos aumento significativo da 
captação de glicose em relação aos valores basais. Por sua vez, quando realizamos a 
comparação entre os grupos controle e dieta hiperlipídica, verificamos que a captação de 
glicose pelos adipócitos isolados dos animais que fizeram ingesta da ração hiperlipídica, foi 
significativamente menor para as concentrações de 0,1 e 1000 nM. Conforme descrito 
anteriormente, existem várias enzimas intracelulares que estão envolvidas na captação de 
glicose por meio do adrenoceptor α1 e influenciam outras vias intracelulares como a via da 
PI3-K, que é estimulada pela insulina. Apesar de não determinado neste estudo, é possível que 
a estimulação dos adrenoceptores α1 realize o cross-talking com esta via, o que interfere na 
captação de glicose. Considerando esta hipótese, bem como os achados descritos previamente 
para captação estimulada pela insulina, podemos inferir que esta redução significativa na 
captação de glicose estimulada pela noradrenalina, pelos adipócitos dos animais que fizeram 
ingesta da dieta hiperlipídica, esteja realizada com este mecanismo de cross-talking. 
A captação de glicose pelos adipócitos isolados dos ratos submetidos às sessões de 
choques nas patas foi significativamente maior que os valores basais a partir da concentração 
de 1 nM. Entretanto, quando realizada a comparação com os animais controle, a captação de 
glicose para os animais estressados foi significativamente maior desde a concentração 10 nM 
(C: 10 nM = 34,46 + 2,76 vs. CH = 56,99 + 3,25 %; C: 100 nM = 41,67 + 4,59 vs. CH = 62,56 
+ 5,78 %; C: 1000 nM = 49,57 + 4,23 vs. CH = 79,54 + 2,90 % de aumento de captação de 2-
DG em relação ao basal, p<0,05) e, comparado aos animais que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, o aumento foi significativo a partir da concentração 1 nM (D: 1 nM = 19,78 + 
2,25 vs. CH = 29,66 + 3,38 %; D: 10 nM = 25,49 + 3,33 vs. CH = 56,99 + 3,25 %; D: 100 nM 
= 33,69 + 4,05 vs. CH = 62,56 + 5,78 %; D: 1000 nM = 29,45 + 3,89 vs. CH = 79,54 + 2,90 % 
de aumento de captação de 2-DG em relação ao basal, p<0,05). Este comportamento foi 
diferente do observado em relação à captação de glicose estimulada pela insulina, em que 
verificamos redução significativa, comparado ao controle, para a concentração de 500 
μU/mL. Alguns estudos na literatura demonstraram que a população de adrenoceptores, tanto 
α quanto β, estão elevadas em animais estressados, existindo associação com a quantidade de 
corticosterona (SPADARI & DEMORAES, 1988 FLUGGE, 1999; MYSLIVECEK et al., 
2003). O estudo de Verago et al. (2001) verificou que estes animais submetidos a estresse por 
choque nas patas apresentava elevação de 50% na concentração de corticosterona, quando 
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comparado ao grupo controle. Possivelmente este aumento da concentração de corticosterona 
está promovendo elevação na população destes adrenoceptores, o que fez com que esta 
captação de glicose, estimulada pela noradrenalina, esteja elevada nestes animais submetidos 
a estresse por choque nas patas. 
Existem informações na literatura que demonstram a participação dos adrenoceptores 
β na captação de glicose de adipócitos isolados, sendo que a intensidade deste transporte é 
dependente da concentração dos agonistas β. Altas concentrações destes agonistas 
promoveriam redução na captação de glicose, enquanto que baixas concentrações 
estimulariam a captação (KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG & YOUNG, 1992).          
O mecanismo de ação dos adrenoceptores varia para cada subtipo. Todos os subtipos 
β atuam estimulando a adenilil ciclase, uma enzima que promove a quebra do ATP (adenosina 
trifosfato) aumentando a concentração de AMPc (adenosina monofosfato cíclico). A 
quantidade de AMPc formado estaria relacionada com o efeito de estimular ou inibir a 
captação de glicose (KASHIWAGI & FOLEY, 1982).  
Neste estudo, realizamos a análise da captação de glicose na presença do agonista β 
não seletivo, isoprenalina. Foi utilizada somente a concentração de 1000 nM, para verificar o 
que ocorria na captação. No caso dos animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica, 
observamos que a captação de glicose foi cerca de 20% maior, quando comparado aos valores 
basais, entretanto, este aumento não apresentou significância estatística. Por outro lado, esta 
mesma concentração foi significativamente maior para os grupos controle e estresse, quando 
comparado aos valores basais. A comparação entre estes grupos não apresentou diferenças 
estatísticas, porém, ambos foram significativamente maiores que os animais que fizeram 
ingesta da dieta hiperlipídica. 
Existem relatos de uma correlação inversa entre a concentração de AMPc e a captação 
de glicose (TAYLOR & HALPERIN, 1979). Estudos na literatura já mostraram que a 
expressão dos adrenoceptores β pode estar alterada em animais que fizeram ingesta de dieta 
hiperlipídica. A expressão e atividade dos adrenoceptores β3 de adipócitos está 
significativamente reduzida em camundongos tratados com dieta hiperlipídica (COLLINS et 
al., 1997; SURWIT et al., 2000). Thackeray e colaboradores (2011) constataram redução na 
afinidade do [(3)H]CGP12177, um antagonista não seletivo de adrenoceptor β, na 
musculatura cardíaca de ratos da linhagem Sprague-Dawley, sendo esta redução atribuída a 
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ingesta da dieta hiperlipídica. Com base nestas informações, um dos prováveis motivos para 
redução na captação de glicose dos animais que fizeram ingesta da ração hiperlipídica, 
quando comparada aos grupos controle e choque pode estar relacionado com a redução na 
população de adrenoceptores β, o que diminui a ação da isoprenalina. Por outro lado, os dados 
dos ratos que fizeram ingesta da dieta padrão estão de acordo com trabalhos da literatura, em 
que observamos aumento da captação de glicose estimulada pelos adrenoceptores β3, tanto no 
tecido muscular, quanto no tecido adiposo branco e marrom (ABE et al., 1993; LIU & 
STOCK, 1995; NIKAMI et al., 1996; DeSOUZA et al., 1997).   
Outra possível explicação para esta redução na captação de glicose, estimulada pela 
isoprenalina, para os animais que ingeriram a dieta hiperlipídica, pode estar ligada a outras 
vias intracelulares. Uma pequena elevação na quantidade de AMP promove aumento direto da 
ação de uma enzima denominada AMPK (WINDER & HARDIE, 1999). Existem estudos 
mostrando que esta enzima está envolvida com a captação de glicose no tecido muscular, por 
meio de dois mecanismos, um que envolve diretamente a translocação do GLUT-4 e outro 
que aumenta a sensibilidade à insulina (ZOU et al., 2004; SCHIMMACK; DeFRONZO; 
MUSI, 2006). Conforme relatos descritos anteriormente, sabemos que a translocação do 
GLUT-4 em animais hiperlipidêmicos está reduzida o que podemos inferir para os animais 
utilizados neste estudo, visto a redução na sensibilidade à insulina que foi observada, para esta 
resposta. Entretanto, estudos funcionais com adipócitos isolados de ratos hiperlipidêmicos 
ingerindo a dieta por seis semanas não apresentaram alteração na resposta anti-lipolítica da 
insulina (WOLF-NUNES, 2004). A ação da isoprenalina estimulando os adrenoceptores β 
pode ter promovido a formação de maior quantidade de AMP e conseqüentemente AMPK, 
entretanto, este aumento não conseguiu induzir o deslocamento deste transportador para 
membrana plasmática a fim de realizar a captação de glicose.  
O comportamento desta captação de glicose para os animais submetidos às sessões de 
choques nas patas é semelhante ao observado no grupo controle, com estimulação 
significativa em relação aos valores basais. O estudo de Nevzorova et al. (2006) demonstrou 
que a estimulação dos adrenoceptores β2 pode aumentar a captação de glicose em células 
musculares L6, via AMPc e PI3K. Já foi demonstrado que o modelo de estresse por choque 
nas patas promove aumento da população de adrenoceptores β2 em adipócitos epididimais 
(FARIAS-SILVA et al., 2004). Desta forma, podemos sugerir que este aumento na captação 
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de glicose dos animais submetidos a estresse por choque nas patas, pode ter relação com a 
elevação na população de adrenoceptores β2 do tecido adiposo epididimal. 
Com base nestas informações, devemos considerar que a captação de glicose é um 
processo que envolve diversas vias intracelulares e mecanismos de cross-talking. Os 
diferentes resultados observados para cada um dos grupos e cada uma das substâncias 
testadas, demonstram a complexidade de interação destas vias e da necessidade de estudo 
aprofundado com cada um destes modelos, visto que diferentes possibilidades podem ser 
responsáveis pelos resultados verificados na captação de glicose pelos adipócitos isolados do 
tecido adiposo epididimal de cada grupo experimental, exigindo desta forma estudos 
complementares com análises distintas para melhor precisão no entendimento das alterações. 
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Produção de lactato pelos adipócitos isolados 
 
A análise dos resultados para liberação de lactato foi feita da seguinte maneira: 
Primeiramente, foi verificada a quantidade liberada deste marcador metabólico em cada um 
dos tratamentos realizados, descritos na metodologia, para cada um dos grupos isoladamente. 
Em seguida, foi feita a comparação entre os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão ou 
hiperlipídica. Como foram realizados diversos experimento, em vários dias, e com curvas 
distintas, os valores basais dos grupos controle podem ser diferentes quando duas tabelas são 
analisadas, entretanto, estes valores não apresentaram diferenças estatísticas significativas 
entre si. A média de liberação basal de lactato dos animais controle, considerando todos os 
experimentos, foi de 0,1961 + 0,01 μmol/106 células.60 min. e para os ratos que fizeram 
ingesta da dieta hiperlipídica ao longo de quatro semanas, a média dos valores basais foi de 
0,2167 + 0,01 μmol/106 células.60 min. 
A liberação de lactato estimulada pela noradrenalina para os ratos do grupo controle é 
mostrada na figura 11. A produção de lactato foi significativamente maior nas concentrações 
de 10 e 100 nM comparado ao valor basal de lactato que foi liberado (BLC = Liberação basal 
de lactato ratos controle) (BLC = 0,1980 + 0,02 vs. 10 nM = 0,5648 + 0,12; 100 nM = 0,5738 
+ 0,08 μmol/106células.60min, p<0,05). Esta mesma condição se repetiu no caso dos ratos 
que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica. Encontramos diferença significativa na liberação de 
lactato comparado ao valor basal produzido (BLD = Liberação basal de lactato dos ratos que 
ingeriram dieta hiperlipídica) para as mesmas concentrações de 10 e 100 nM (BLD = 0,2542 
+ 0,03 vs. 10 nM = 0,5076 + 0,09; 100 nM = 0,4338 + 0,07 μmol/106células.60min, p<0,05) 
(Figura 11). Quando realizamos a comparação entre os ratos que fizeram ingesta da dieta 
padrão ou hiperlipídica para a liberação de lactato estimulada pela noradrenalina, 
encontramos diferenças estatísticas significativas somente para a concentração de 1 nM, onde 
observamos que os ratos do grupo dieta produziram quantidade, significativamente menor, de 
lactato (Controle = 0,4011 + 0,05 vs. Dieta = 0,2352 + 0,05 μmol/106células.60min, p<0,05) 
(Figura 11).  
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Figura 11. Liberação de lactato basal e estimulada (μmol/106 células.60 min.) por diferentes 
concentrações de noradrenalina para adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos 
que fizeram ingesta da dieta padrão (n=4-6) ou hiperlipídica (n=4-9) por quatro semanas. Os 
valores representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A 
análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao valor basal do respectivo grupo; # p < 
0,05 controle vs. dieta para mesma concentração. 
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 Os adipócitos isolados também foram incubados com diferentes concentrações do 
agonista β, isoprenalina. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão, na presença deste 
agonista, tivemos liberação de lactato significativamente maior para as concentrações de 0,1, 
1, 10, 100 e 1000 nM, quando comparado ao valor basal (BLC = 0,1980 + 0,02 vs. 0,1 nM = 
0,4723 + 0,09; 1 nM = 0,4440 + 0,06; 10 nM = 0,5463 + 0,08; 100 nM = 0,5852 + 0,10; 1000 
nM = 0,7814 + 0,11  μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 12). Estes resultados também 
foram observados para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica ao longo de quatro 
semanas. As mesmas concentrações de isoprenalina foram significativamente diferentes do 
valor basal (BLD = 0,2542 + 0,03 vs. 0,1 nM = 0,3974 + 0,05; 1 nM = 0,5247 + 0,07; 10 nM 
= 0,4511 + 0,06; 100 nM = 0,5391 + 0,08; 1000 nM = 0.5762 + 0,07  μmol/106células.60min, 
p<0,05) (Figura 12). 
A comparação da liberação de lactato, estimulada por diferentes concentrações de 
isoprenalina, entre os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão ou hiperlipídica foi 
significativamente diferente para a concentração de 1000 nM, onde observamos que os ratos 
do grupo dieta produziram quantidade significativamente menor de lactato (Controle = 0,7814 
+ 0,11 vs. Dieta = 0.5762 + 0,07 μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 12).  
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Figura 12. Liberação de lactato basal e estimulada (μmol/106 células.60 min.) por diferentes 
concentrações de isoprenalina para adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos 
que fizeram ingesta da dieta padrão (n=4-6) ou hiperlipídica (n=4-8) por quatro semanas. Os 
valores representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A 
análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao valor basal do respectivo grupo; # p < 
0,05 controle vs. dieta para mesma concentração. 
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Quando foi realizada a incubação de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000 
nM) tivemos uma liberação de lactato significativa nas concentrações de 0,01 a 1000 nM, 
para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão, comparado ao seu valor basal (BLC = 
0,2100 + 0,02  vs. 0,01 nM = 0,3554 + 0,03; 0,1 nM = 0,5545 + 0,07; 1 nM = 0,7520 + 0,04; 
10 nM = 0,7850 + 0,12; 100 nM = 0,6634 + 0,05; 1000 nM = 0,6723 + 0,05 
μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 13). Para os ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, esta mesma condição, apresentou diferenças significativas para as concentrações 
de 0,1 a 1000 nM (BLD = 0,2017 + 0,02 vs. 0,1 nM = 0,3659 + 0,04; 1 nM = 0,4509 + 0,04; 
10 nM = 0,5541 + 0,04; 100 nM = 0,5940 + 0,06; 1000 nM = 0,4887 + 0,04 
μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 13). A fim de verificar se existia um efeito somatório 
da presença de noradrenalina e isoprenalina, comparamos com a liberação de lactato, 
estimulada pelas diferentes concentrações de noradrenalina utilizadas. No caso dos ratos que 
fizeram ingesta da dieta padrão, foi verificado diferenças significativas para as concentrações 
de 1 e 1000 nM, sendo que a presença dos dois agonistas promoveu maior liberação do 
lactato. Já para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica este aumento aconteceu e 
foi significativo para as concentrações de 0,1 e 1 nM.  
Quando comparamos os dois grupos, a quantidade de lactato que foi liberada pelos 
adipócitos isolados na presença de noradrenalina e isoprenalina (1000 nM), foi 
significativamente menor para as concentrações de noradrenalina de 0,1, 1 e 1000 nM no 
grupo dieta, comparado aos ratos controle (Figura 13). 
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Figura 13. Liberação de lactato basal e estimulada (μmol/106 células.60 min.) por diferentes 
concentrações de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000 nM) para adipócitos 
isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=10-16) 
ou hiperlipídica (n=10-16) por quatro semanas. Os valores representam a média ± EPM de 
experimentos distintos, realizados em triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada 
com o teste t de Student, considerando as diferenças significativas para p < 0,05. * p < 0,05 
em relação ao valor basal do respectivo grupo; # p < 0,05 controle vs. dieta para mesma 
concentração. 
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 Os adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal também foram incubados com 
antagonistas adrenérgicos, como o propanolol e o ICI 118,551. O propanolol é um antagonista 
β adrenérgico, enquanto que o ICI 118,551 é um antagonista específico para o receptor 
adrenérgico β2. 
 A liberação de lactato pelos adipócitos isolados, na presença de propanolol (1000 nM), 
não foi estatisticamente significativa, quando comparamos os dois grupos (Controle = 0,1699 
+ 0,02 vs. Dieta = 0,1402 + 0,03 μmol/106células.75min), nem quando comparado com os 
respectivos valores basais, na ausência deste antagonista (Figura 14). Também realizamos a 
comparação da liberação de lactato pelos adipócitos, na presença de propanolol (1000 nM), 
juntamente com isoprenalina na mesma concentração. Os resultados também não foram 
diferentes entre os dois grupos (Controle = 0,2870 + 0,05 vs. Dieta = 0,3024 + 0,04 
μmol/106células.75min). Da mesma forma que observado para o propanolol isolado, a 
presença da isoprenalina (1000 nM) juntamente com o propanolol (1000 nM) não foi 
estatisticamente diferente dos valores basais para nenhum dos grupos (Figura 15). 
 Quando realizamos a incubação dos adipócitos com diferentes concentrações de 
noradrenalina e propanolol (1000 nM), verificamos que para os ratos do grupo controle, a 
liberação de lactato foi significativamente maior para as concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 
nM, quando comparados a concentração basal (BLC = 0,1801 + 0,03 vs. 0,1 nM = 0,3317 + 
0,04; 1 nM = 0,2853 + 0,03; 10 nM = 0,4923 + 0,14; 100 nM = 0,4062 + 0,06; 
μmol/106células.75min, p<0,05) (Figura 16). Já para os ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, a única concentração que apresentou valor significativamente maior em 
comparação ao basal foi a de 100 nM (BLD = 0,1801 + 0,03 vs. 100 nM = 0,4062 + 0,06; 
μmol/106células.75min, p<0,05) (Figura 16). Também realizamos a comparação da 
quantidade de lactato liberada pelos adipócitos na presença de noradrenalina, juntamente com 
o propanolol (1000 nM), e somente a noradrenalina. Considerando os dois grupos, a única 
concentração de noradrenalina isolada, que promoveu liberação significativamente maior de 
lactato, foi a de 1 nM para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão.          
 A quantidade de lactato que foi liberada pelos adipócitos isolados do tecido adiposo 
epididimal, estimulados por diferentes concentrações de noradrenalina, na presença de 
propanolol (1000 nM), não foi estatisticamente diferente para nenhuma das concentrações 
analisadas, na comparação entre os grupos (Figura 16).  
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Figura 14. Liberação basal de lactato na presença ou ausência de propanolol (1000 nM) para 
adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrão 
(n=6) ou hiperlipídica (4-6) por quatro semanas. Os valores representam a média ± EPM de 
experimentos distintos, realizados em triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada 
com o teste t de Student, considerando as diferenças significativas para p < 0,05.  
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Figura 15. Liberação basal e estimulada de lactato na ausência ou presença de isoprenalina 
(1000 nM) e propanolol (1000 nM) para adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de 
ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=6-7) ou hiperlipídica (n=4-6) por quatro 
semanas. Os valores representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em 
triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando 
as diferenças significativas para p < 0,05.  
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Figura 16. Liberação de lactato em resposta a diferentes concentrações de noradrenalina 
juntamente com propanolol (1000 nM) de adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de 
ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=4-7) ou hiperlipídica (n=4-6) por quatro 
semanas. Os valores representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em 
triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando 
as diferenças significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao valor basal do respectivo 
grupo. 
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Na presença de ICI 118,551 (50 nM), a liberação basal de lactato pelos adipócitos 
isolados não foi estatisticamente significativa, quando comparamos os dois grupos (Controle 
= 0,2491 + 0,05 vs. Dieta = 0,1461 + 0,03 μmol/106células.75min), nem quando foi 
comparado com os respectivos valores basais, na ausência deste antagonista (Figura 17). 
Também realizamos a comparação da liberação de lactato pelos adipócitos, na presença de 
ICI 118,551 (50 nM), juntamente com isoprenalina (1000 nM). Os resultados também não 
foram diferentes entre os dois grupos (Controle = 0,2937 + 0,06 vs. Dieta = 0,2490 + 0,05 
μmol/106células.75min). Como observado para o ICI 118,551 isolado, a presença da 
isoprenalina (1000 nM) juntamente com o ICI 118,551 (50 nM) não foi estatisticamente 
diferente dos valores basais para nenhum dos grupos. (Figura 18). 
A incubação dos adipócitos com diferentes concentrações de noradrenalina e ICI (50 
nM), mostrou que para os ratos do grupo controle, a liberação de lactato foi 
significativamente maior para as concentrações de 0,01, 0,1, 10, 100 e 1000 nM, quando 
comparados a concentração basal (BLC = 0,2100 + 0,02 vs. 0,01 nM = 0,3114 + 0,05; 0,1 nM 
= 0,3222 + 0,07; 10 nM = 0,3352 + 0,05; 100 nM = 0,3646 + 0,04; 1000 nM = 0,3701 + 0,09; 
μmol/106células.75min, p<0,05) (Figura 19). No caso dos ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, os valores foram significativamente maiores em comparação ao basal para as 
concentrações de 1 a 1000 nM (BLD = 0,1854 + 0,04 vs. 1 nM = 0,3996 + 0,03; 10 nM = 
0,3488 + 0,06; 100 nM = 0,3386 + 0,01; 1000 nM = 0,3182 + 0,03; μmol/106células.75min, 
p<0,05) (Figura 19). Também realizamos a comparação da quantidade de lactato liberada 
pelos adipócitos na presença de noradrenalina, juntamente com o ICI 118,551 (50 nM), e 
somente a noradrenalina. Não encontramos diferenças significativas para nenhuma das 
concentrações de ambos os grupos. 
A quantidade de lactato que foi liberada pelos adipócitos isolados do tecido adiposo 
epididimal, estimulados por diferentes concentrações de noradrenalina, na presença de ICI (50 
nM), não foi estatisticamente diferente para nenhuma das concentrações analisadas, na 
comparação entre os grupos (Figura 19).  
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Figura 17. Liberação basal de lactato na presença ou ausência de ICI 118,551 (50 nM) para 
adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrão 
(n=3-10) ou hiperlipídica (n=5-6). Os valores representam a média ± EPM de experimentos 
distintos, realizados em triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de 
Student, considerando as diferenças significativas para p < 0,05. 
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Figura 18. Liberação basal e estimulada de lactato na ausência ou presença de isoprenalina 
(1000 nM) e ICI 118,551 (50 nM) para adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de 
ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=3-10) ou hiperlipídica (n=6-9). Os valores 
representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A análise 
estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. 
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Figura 19. Liberação de lactato em resposta a diferentes concentrações de noradrenalina 
juntamente com ICI 118,551 (50 nM) de adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de 
ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=3-10) ou hiperlipídica (n=3-9). Os valores 
representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em triplicata. A análise 
estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças 
significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao valor basal do respectivo grupo. 
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Apesar de durante muitos anos ter sido considerado um produto sem finalidade, 
resultante de reações metabólicas, atualmente, sabemos que o lactato é uma fonte importante 
de energia, por ser um metabólico intermediário, precursor da gliconeogênese. Por muito 
tempo, o tecido adiposo foi visto somente como um tecido cuja única função era referente ao 
controle da estocagem de energia, entretanto, estudos aprofundados permitiram compreender 
outras funções deste tecido, que é passou a ser considerado um órgão endócrino (GIMENO & 
KLAMAN, 2005; FERRIS & CROWTHER, 2011). Dentre outras funções, vários 
pesquisadores descreveram o tecido adiposo com um sítio importante para produção de 
lactato (JANSSON; SMITH; LÖNNROTH, 1990; HAGSTRÖM-TOFT et al., 1997; QVISTH 
et al., 2007). A relação entre a concentração de lactato e patologias como a obesidade, 
hiperglicemia, resistência à insulina, vem sendo cada vez mais estudada na tentativa de 
entender a participação do lactato nestas condições (FAINTRENIE & GÉLOËN, 1996). Por 
esta razão, analisamos também neste estudo, a quantidade de lactato produzida pelos 
adipócitos isolados dos ratos que fizeram ingesta da dieta padrão ou hiperlipídica. 
A produção de lactato pelos adipócitos isolados é resultado da captação de glicose 
pelas células adiposas que convertem aproximadamente 5-10% desta glicose captada em 
lactato, no caso de adipócitos pequenos (DiGIROLAMO; NEWBY; LOVEJOY, 1992; 
FAINTRENIE & GÉLOËN, 1996). Outros estudos mostram que, em adipócitos maiores, este 
valor pode chegar a 30-40% da glicose captada (CRANDALL et al., 1983). Este lactato 
produzido é transportado para corrente sanguínea, por meio de transportadores de 
monocarboxilato (MCTs), da mesma forma que acontece em outros tipos celulares, como as 
presentes nos músculos esqueléticos (HAJDUCH et al., 2000). Na circulação, o lactato é 
direcionado para o tecido hepático, onde servirá como substrato para o processo de 
gliconeogênese em situações de jejum (BROOKS, 2002; CHAMPE & HARVEY, 2002).  
 Existem relatos na literatura mostrando que as quantidades de lactato produzidas no 
pelos músculos esqueléticos são muito pequenas, desta forma, o lactato proveniente do tecido 
adiposo teria importante papel como precursor da gliconeogênese (DiGIROLAMO; NEWBY; 
HILL, 1989; YKI-JARVINEM; BOGARDUS; FOLEY, 1990). 
 Considerando esta informação, poderíamos ter elevação da glicemia de acordo com a 
quantidade de lactato produzida pelos adipócitos, uma vez que estariam liberando mais deste 
substrato na circulação, o que não observamos. Em nosso estudo identificamos que a captação 
de glicose pelos adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta 
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da dieta hiperlipídica ao longo de quatro semanas foi significativamente menor que aqueles 
que fizeram ingesta da dieta padrão em diferentes concentrações de insulina, noradrenalina e 
para concentração de 1000 nM de isoprenalina. Como estes adipócitos estão realizando menor 
captação de glicose, seria esperado que a produção de lactato fosse reduzida, comparado aos 
ratos controle, o que foi verificado por meio de ensaios funcionais com adipócitos isolados. 
 A incubação de diferentes concentrações de noradrenalina com estes adipócitos foi 
responsável por aumentar a quantidade de lactato produzida em relação à liberação basal, 
tanto para o grupo controle, quanto para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica. Na 
comparação entre os grupos, verificamos aumento significativo da quantidade de lactato 
liberada pelos adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal para concentração de 1 nM de 
noradrenalina. Para a isoprenalina observamos comportamento semelhante, com liberação de 
lactato significativamente maior que os valores basais, em algumas concentrações que foram 
utilizadas, além de maior liberação de lactato para os ratos que fizeram ingesta da ração 
padrão comparado aos que ingeriram a dieta hiperlipídica na concentração de 1000 nM. 
 Antigamente, acreditava-se que a produção de lactato pelos adipócitos era mediada 
exclusivamente pela insulina que promovia a captação de glicose, que então seria convertida 
em lactato. Entretanto, outros estudos mostraram que os adrenoceptores também estão 
envolvidos neste processo de captação de glicose. Os adrenoceptores α1 foram descritos como 
participantes da captação de glicose em adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal 
(FAINTRENIE & GÉLOËN, 1998; CHENG et al., 2000). Também já foi demonstrado que os 
adrenoceptores β estão envolvidos na captação de glicose e, consequentemente, também 
relacionam-se com a produção de lactato (KASHIWAGI & FOLEY, 1982; LANDSBERG & 
YOUNG, 1992). Os resultados obtidos em nossos ensaios funcionais confirmaram esta 
correlação direta entre a captação de glicose e a quantidade de lactato produzida pelos 
adipócitos isolados.  
 A noradrenalina é um agonista adrenérgico cuja afinidade é maior pelos 
adrenoceptores alfa, comparado aos adrenoceptores beta (ARNSTEN, 2000; ARNSTEN, 
2011). Conforme descrito anteriormente, após a ligação da noradrenalina ao adrenoceptor α1 
temos um sequência de reações intracelulares que resultam na liberação de cálcio e do DAG, 
que por sua vez promovem a ativação da proteína quinase C (PKC) (ZHONG & 
MINNEMAN, 1999). Os lipídeos da via da PLC podem servir de substrato para PI3-K, que 
desempenha papel fundamental na captação de glicose (KELLY et al., 1992). Já a 
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isoprenalina é um agonista beta adrenérgico não seletivo, cuja captação de glicose é realizada 
por variações na concentração de AMPc intracelular, decorrente da quebra do ATP, 
estimulada pela adenilil ciclase (CREGE, 2007). Como a noradrenalina e a isoprenalina atuam 
por mecanismos distintos, realizamos a incubação combinada destas substâncias para verificar 
se existia um efeito somatório para liberação de lactato. Tanto para os ratos que fizeram 
ingesta da dieta padrão quanto da hiperlipídica, em algumas concentrações este efeito 
aconteceu quando, comparado a noradrenalina isolada. Para os ratos controle, as diferenças 
foram significativas para as concentrações de 1 e 1000 nM, sendo que a presença dos dois 
agonistas promoveu maior liberação do lactato. Já para os ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica este aumento aconteceu e foi significativo para as concentrações de 0,1 e 1 nM. 
Possivelmente, esta maior liberação de lactato que foi observada, está relacionada por uma 
ação mais efetiva destas duas vias por conta da seletividade destes agonistas. Nesta incubação 
combinada, continuamos tendo maior produção significativa de lactato pelos adipócitos 
isolados dos ratos do grupo controle em comparação ao grupo que ingeriu a dieta 
hiperlipídica, que foi observada para as concentrações de noradrenalina de 0,1, 1 e 1000 nM. 
Estes resultados confirmam que os ratos que fizeram ingesta de dieta hiperlipídica possuem 
sensibilidade reduzida para noradrenalina e isoprenalina que já havia sido observada nos 
experimentos de captação de glicose e clamp euglicêmico hiperinsulinêmico.   
 Os ensaios funcionais também foram realizados utilizando antagonistas β 
adrenérgicos. A incubação foi realizada tanto com o propanolol, antagonista β adrenérgico, 
quanto com o ICI 118,551, antagonista β2.  
 A incubação foi realizada com diferentes concentrações de noradrenalina (0,01 – 1000 
nM), na presença de cada um destes antagonistas, e também com isoprenalina (1000 nM) 
juntamente com propanolol (1000 nM) ou ICI 118,551 (50 nM).  
 Tanto para os ratos do grupo controle, quanto os que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, o propanolol conseguiu inibir a produção de lactato pelos adipócitos isolados, 
estimulada pela isoprenalina (1000 nM). Os valores não foram significativamente diferentes 
quando comparados a liberação basal (Controle: Basal – 0,1801 + 0,03 vs. Isoprenalina 1000 
nM + Propanolol 1000 nM – 0,2870 + 0,05 μmol/106 células.75 min.; Dieta: Basal – 0,2253 + 
0,03 vs. Isoprenalina 1000 nM + Propanolol 1000 nM – 0,3024 + 0,04 μmol/106 células.75 
min.). O mesmo efeito foi verificado para o ICI 118,551, também para os dois grupos 
(Controle: Basal – 0,2100 + 0,02 vs. Isoprenalina 1000 nM + ICI 118,551 50 nM – 0,2937 + 
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0,06 μmol/106 células.75 min.; Dieta: Basal – 0,1854 + 0,04 vs. Isoprenalina 1000 nM + ICI 
118,551 50 nM - 0,2490 + 0,05 μmol/106 células.75 min.). A comparação entre os grupos 
também não foi diferente para ambos os tratamentos. 
 Quando realizamos a incubação destes antagonistas com diferentes concentrações de 
noradrenalina, os resultados foram diferentes da incubação com a isoprenalina isolada. No 
caso dos ratos pertencentes ao grupo controle, a incubação de noradrenalina com propanolol 
(1000 nM) promoveu liberação significativamente maior de lactato em comparação ao basal 
para as concentrações de 0,1 a 100 nM. Já para os ratos que fizeram ingesta da dieta 
hiperlipídica, esta liberação foi significativamente maior, em comparação ao basal, somente 
para concentração de 100 nM. Conforme descrito anteriormente, a liberação de lactato pelos 
adipócitos não foi significativamente diferente entre os grupos. 
 No caso da liberação de lactato estimulada pelas diferentes concentrações de 
noradrenalina, na presença de ICI 118,551 (50 nM), tivemos diferenças significativas para os 
ratos do grupo controle em todas as concentrações de noradrenalina, exceto para concentração 
de 1 nM comparado aos valores basais. Para os adipócitos isolados do tecido adiposo de ratos 
que ingeriam a dieta hiperlipídica, a liberação de lactato foi significativamente maior em 
relação aos valores basais para as concentrações de 1 a 1000 nM. Assim como aconteceu para 
os adipócitos incubados com noradrenalina e propanolol, também não encontramos diferenças 
significativas para liberação de lactato entre os grupos. 
 Os resultados encontrados mais uma vez ajudam a entender o processo de captação de 
glicose estimulada pelos adrenoceptores. A incubação dos antagonistas com a isoprenalina 
(1000 nM) consegui inibir a produção de lactato, quando comparada aos valores basais. Por 
outro lado, na presença da noradrenalina, observamos liberação significativa de lactato, em 
relação aos valores basais, tanto para na presença de propanolol, quanto para o ICI 118,551. 
Conforme descrito previamente, a noradrenalina é uma catecolamina que possui maior 
afinidade pelo adrenoceptor α (ARNSTEN, 2000; ARNSTEN, 2011). Como os dois 
antagonistas são específicos para adrenoceptores β, a noradrenalina consegue estimular a 
liberação do lactato via adrenoceptor α, pelo mecanismo da PKC e desta forma realizar uma 
produção de lactato que é significativamente maior que os valores basais, mesmo na presença 
dos antagonistas. 
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Produção de glicerol pelos adipócitos isolados 
 
 Além da análise da produção de lactato pelos adipócitos isolados do tecido adiposo 
epididimal, também realizamos a determinação da quantidade de glicerol que foi liberada no 
meio de incubação. A apresentação dos resultados será realizada da mesma forma que 
descrevemos anteriormente para produção de lactato. Inicialmente, mostraremos os resultados 
da quantidade de glicerol liberada em cada um dos tratamentos realizados, descritos na 
metodologia, para cada grupo isoladamente. Em seguida, foi feita a comparação entre os 
animais que fizeram ingesta da dieta padrão ou hiperlipídica. 
 A quantidade basal de glicerol produzida pelos adipócitos não foi diferente entre os 
grupos (BGC = liberação basal de glicerol dos animais controle – 0,3611 + 0,04 vs. BGD = 
liberação basal de glicerol dos animais que ingeriram dieta hiperlipídica – 0,4426 + 0,01 
μmol/106células.60min).  
A liberação de glicerol, estimulada pela noradrenalina, para os animais do grupo 
controle é mostrada na Figura 20. A produção de glicerol foi significativamente maior nas 
concentrações de 0,01, 0,1, 10, 100 e 1000 nM comparado ao valor basal de glicerol que foi 
liberado (BGC = 0,3611 + 0,04 vs. 0,01 nM = 0,5800 + 0,05; 0,1 nM = 0,6071 + 0,05; 10 nM 
= 0,5960 + 0,07; 100 nM = 0,6147 + 0,16; 1000 nM = 0,9079 + 0,04  μmol/106células.60min, 
p<0,05). Para os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica ao longo de quatro semanas, 
encontramos diferenças significativas na liberação de glicerol, comparado ao valor basal 
produzido, para as concentrações 0,01, 100 e 1000 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs. 0,01 nM = 
0,5375 + 0,03; 100 nM = 0,6925 + 0,06; 1000 nM = 1,0474 + 0,11  μmol/106células.60min, 
p<0,05) (Figura 20). Quando realizamos a comparação entre os ratos que fizeram ingesta da 
dieta padrão ou hiperlipídica para a liberação de glicerol estimulada pela noradrenalina, não 
encontramos diferenças estatísticas significativas entre os grupos (Figura 20).  
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Figura 20. Liberação de glicerol em resposta à diferentes concentrações de noradrenalina 
para adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta 
padrão (n=3-7) ou hiperlipídica (n=3-5) por quatro semanas. Os valores representam a média 
± EPM de experimentos distintos realizados em triplicata. A análise estatística dos dados foi 
realizada com o teste t de Student, considerando as diferenças significativas para p < 0,05. * p 
< 0,05 em relação ao valor basal do respectivo grupo.  
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A determinação da quantidade de glicerol liberada também foi analisada na presença 
de diferentes concentrações de isoprenalina. Para os ratos que fizeram ingesta da dieta padrão, 
na presença deste agonista, tivemos liberação de glicerol significativamente maior para as 
concentrações de 0,01, 10, 100 e 1000 nM, quando comparado ao valor basal (BGC = 0,3611 
+ 0,04 vs. 0,01 nM = 0,5788 + 0,07; 10 nM = 0,8332 + 0,04; 100 nM = 0,8857 + 0,07; 1000 
nM = 0,8046 + 0,06  μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 20). Por outro lado, para os 
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica ao longo de quatro semanas, a estimulação da 
isoprenalina induziu liberação de glicerol significativa, comparado ao valor basal, somente 
para concentração de 100 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs. 10 nM = 0,6123 + 0,06 
μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 20). 
Diferente do que observamos quando incubamos os adipócitos com a noradrenalina, 
no caso da isoprenalina observamos diferenças significativas na comparação entre os grupos. 
A liberação de glicerol, estimulada por diferentes concentrações de isoprenalina, foi 
significativamente diferente para as concentrações de 100 e 1000 nM, onde observamos que 
os ratos do grupo dieta produziram quantidade de glicerol significativamente menor (100 nM; 
Controle = 0,8857 + 0,07 vs. Dieta = 0.6123 + 0,06; 1000 nM; Controle = 0,8046 + 0,06 vs. 
Dieta = 0.6287 + 0,06;  μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 21).  
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Figura 21. Liberação de glicerol em resposta à isoprenalina de adipócitos isolados do tecido 
adiposo epididimal de ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=3-7) ou hiperlipídica 
(n=3-7) por quatro semanas. Os valores representam a média ± EPM de experimentos 
distintos, realizados em triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de 
Student, considerando as diferenças significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao 
valor basal do respectivo grupo; # p < 0,05 controle vs. dieta para mesma concentração. 
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Além da incubação destes agonistas isoladamente, também realizamos a incubação de 
diferentes concentrações de noradrenalina juntamente com isoprenalina (1000 nM). 
Observamos liberação de glicerol significativamente maior para todas as concentrações de 
noradrenalina que foram utilizadas (0,01 a 1000 nM), para os ratos que fizeram ingesta da 
dieta padrão, comparado ao seu valor basal (BGC = 0,3611 + 0,04  vs. 0,01 nM = 0,8691 + 
0,08; 0,1 nM = 0,7401 + 0,08; 1 nM = 0,8014 + 0,04; 10 nM = 0,8029 + 0,04; 100 nM = 
0,7717 + 0,04; 1000 nM = 0,8106 + 0,06 μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 22). Já nos 
ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica durante quatro semanas, a mesma condição, 
apresentou diferenças significativas em relação ao basal, somente para as concentrações de 1 
a 100 nM (BGD = 0,4426 + 0,01 vs.1 nM = 0,7438+ 0,08; 10 nM = 0,8875 + 0,11 100 nM = 
0,8439 + 0,04; μmol/106células.60min, p<0,05) (Figura 22). Também verificamos se existia 
um efeito somatório da presença de noradrenalina e isoprenalina para liberação de glicerol. 
Comparamos esta liberação estimulada pelas diferentes concentrações de noradrenalina 
juntamente com a isoprenalina (1000 nM), com as concentrações isoladas de noradrenalina. 
No caso dos animais que fizeram ingesta da dieta padrão, foi verificado diferenças 
significativas para as concentrações de 0,01, 1 e 10 nM, sendo que a presença dos dois 
agonistas promoveu maior liberação do glicerol. Já para os animais que fizeram ingesta da 
dieta hiperlipídica este aumento aconteceu e foi significativo somente para a concentração 10 
nM.  
Quando comparamos os dois grupos, a quantidade de glicerol que foi liberada pelos 
adipócitos isolados, na presença de noradrenalina e isoprenalina (1000 nM), não foi 
significativamente diferente para nenhuma das concentrações de noradrenalina utilizadas 
(Figura 22). 
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Figura 22. Liberação de glicerol em resposta a diferentes concentrações de noradrenalina 
juntamente com isoprenalina (1000 nM) de adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal 
de ratos que fizeram ingesta da dieta padrão (n=5-7) ou hiperlipídica (n=3-6) por quatro 
semanas. Os valores representam a média ± EPM de experimentos distintos, realizados em 
triplicata. A análise estatística dos dados foi realizada com o teste t de Student, considerando 
as diferenças significativas para p < 0,05. * p < 0,05 em relação ao valor basal do respectivo 
grupo. 
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A reserva de gordura do tecido adiposo branco é a principal fonte energética dos 
mamíferos. Quando temos aumento da necessidade energética do organismo, através da 
hidrólise, os estoques de triacilgliceróis são mobilizados resultando em ácidos graxos livres e 
glicerol (LASS et al., 2011). Em nosso estudo, analisamos a função lipolítica por meio da 
determinação da concentração de glicerol liberada no meio de incubação. Esta produção de 
glicerol é determinada por vários fatores, como o tamanho do adipócitos (LAURENCIKIENE 
et al., 2011), gênero (LEY et al., 1992; LLADÓ et al., 2002) e região do tecido adiposo 
(LAFONTAN & BERLAN, 2003; KOUTSARI et al., 2011)  
Além disso, uma gama muito extensa de efetores lipolíticos e antilipolíticos está 
relacionada com o controle dos estoques de lipídeos em diferentes tecidos (HOLM, 2003; 
LANGIN, 2006. Entre estes efetores temos a participação de hormônios, citocinas e 
adiponectinas (ZECHNER et al., 2009). 
No caso do tecido adiposo, a lipólise é regulada principalmente pelas catecolaminas, 
cuja atuação é mediada via adrenoceptores beta (LAFONTAN & BERLAN, 1993). Desta 
forma, realizamos a incubação dos adipócitos isolados com a noradrenalina. Nossos 
resultados demonstraram que a liberação de glicerol foi significativamente maior que os 
valores basais tanto no grupo controle, quanto nos animais tratados com a dieta hiperlipídica. 
Conforme descrito anteriormente, o mecanismo de funcionamento dos adrenoceptores 
depende de cada tipo que está sendo estimulado. Para realizar a lipólise, a interação dos 
adrenoceptores beta com a adenilil ciclase é realizada via proteína G estimulatória (Gs) 
(GILMAN, 1987). A ativação da proteína G vai promover o aumento da síntese intracelular 
de AMPc, que por sua vez, ativa a proteína quinase A (PKA). Quando a proteína quinase A 
encontra-se ativa, temos a fosforilação da lipase-hormônio-sensível (HSL) e das perilipinas 
(JOHNSON; JANNE; BERNARD, 2000; HOLM, 2003), que realizam a hidrólise dos 
triacilgliceróis em ácidos graxos e glicerol (CLIFFORD et al., 2000). 
 A ativação desta via foi comprovada em nossos experimentos, já que o estímulo da 
noradrenalina conseguiu promover a lipólise, via adrenoceptores beta, quando comparado aos 
valores basais. Estes resultados estão de acordo com outros resultados da literatura e estudos 
prévios realizados em nosso laboratório, que mostraram maior liberação de glicerol, 
estimulada pelas catecolaminas, tanto para os animais que fizeram ingesta da dieta padrão, 
quanto da dieta hiperlipídica, quando comparada aos valores basais (SUSINI; LAVAU; 
HERZOG, 1979; TEPPERMAN; DEWITT; TEPPERMAN, 1986; WOLF-NUNES, 2004). A 
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comparação da liberação de glicerol, estimulada por diferentes concentrações de 
noradrenalina, não foi diferente entre os dois grupos analisados. Este resultado é diferente de 
outros trabalhos encontrados na literatura assim como foi observado no trabalho de Wolf-
Nunes (2004) que desenvolveu sua pesquisa em nosso laboratório. Wolf-Nunes (2004) 
verificou que os animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica ao longo de seis semanas 
possuíram menor liberação de glicerol, quando comparada a resposta dos adipócitos isolados 
do grupo controle. De acordo com a autora, uma possibilidade para isto seria o aumento 
atividade da lipoproteína lípase (LPL), cuja função é realizar a hidrólise de triacilgliceróis em 
ácidos graxos, que serão captados pelos adipócitos e formarão novos triacilgliceróis, que 
então são armazenados.  
Neste mesmo estudo, foi verificado que a quantidade de gordura acumulada nos 
panículos adiposos epididimais foi significativamente maior nos ratos que ingeriram a dieta 
hiperlipídica, comparado aos que ingeriram a dieta padrão, o que ajudaria sustentar esta 
hipótese. Entretanto, estudos recentes, ainda não publicados pelo nosso laboratório, não 
demonstram elevação nas quantidades de LPL dos adipócitos de animais que ingeriam dieta 
hiperlipídica ao longo de quatro semanas, portanto, é de fundamental relevância analisar o 
tempo de exposição ao ambiente hiperlipídico para avaliar as alterações. Ou seja, com apenas 
duas semanas a mais de ingesta da dieta hiperlipídica, outras alterações podem ser 
evidenciadas. 
Outro fator que poderia estar envolvido neste processo é a adenosina, que é uma 
molécula aparentemente produzida por todos os tecidos do organismo (VERNON; FINLEY; 
WATT, 1990). No tecido adiposo, os efeitos da adenosina foram demonstrados por Dole 
(1961), que atribuiu a esta substância um importante efeito antilipolítico. A adenosina 
consegue reduzir a formação de AMPc e, consequentemente, reduz a lipólise (OHISALO; 
RANTA; HUHTANIEMI, 1984). Considerando esta hipótese, seria necessário investigar se 
existe algum aumento na quantidade intracelular da adenosina ou temos alteração na 
expressão dos receptores para os ratos que realizaram ingesta da dieta hiperlipídica, levando 
em conta sempre, o tempo de exposição à dieta. A quantidade de AMPc formada também é 
apontada como sendo um dos fatores determinantes da produção de glicerol. No estudo de 
Tepperman, Dewitt e Tepperman (1986), discute-se a possibilidade dos adipócitos de ratos 
que ingeriram dieta hiperlipídica formarem quantidades reduzidas de AMPc e, por isso, 
estariam produzindo menos glicerol que os animais controle, sendo esta hipótese para os ratos 
hiperlipidêmicos que apresentaram redução na lipólise basal, bem como aumento significativo 
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no peso dos panículos epididimais, após serem submetidos a dieta hiperlipídica ao longo de 
seis semanas. 
Quando realizamos a incubação dos adipócitos com diferentes concentrações de 
isoprenalina, também observamos liberação de glicerol significativa, comparado aos valores 
basais. A isoprenalina atua via adrenoceptores beta, de forma não seletiva, atuando em β1, β2 
e β3 e ativando o mecanismo descrito acima para realizar a lipólise. Diferente da 
noradrenalina, que também possui afinidade pelos adrenoceptores alfa, a isoprenalina é 
seletiva para os adrenoceptores beta, desta forma, a maior produção de glicerol, estimulada 
por esta substância seria esperada e foi confirmada para os dois grupos. Um fato interessante, 
é que para este agonista, observamos diferenças significativas entre os grupos, sendo que os 
adipócitos isolados de ratos do grupo submetido à dieta ao longo de quatro semanas 
apresentaram liberação de glicerol significativamente menor quando comparado aos do grupo 
controle. Estes resultados mostram comportamento similar aos obtidos em outros trabalhos já 
citados (SUSINI; LAVAU; HERZOG, 1979; TEPPERMAN; DEWITT; TEPPERMAN, 
1986; WOLF-NUNES, 2004). Conforme informado anteriormente, algumas hipóteses podem 
estar relacionadas com esta liberação de glicerol aumentada para os animais do grupo 
controle, como a via da adenosina e quantidade de AMPc formada uma vez que neste grupo a 
quantificação da expressão da LPL foi realizada e não houve diferença significativa. 
A incubação combinada de diferentes concentrações de noradrenalina com 
isoprenalina (1000 nM) também promoveu estimulação significativa nas quantidades de 
glicerol produzidas pelos adipócitos em relação aos valores basais. Este fato foi observado 
tanto para o grupo controle, quanto para os animais que ingeriram dieta hiperlipídica. Assim 
como ocorreu para noradrenalina isolada, a incubação combinada destas substâncias não foi 
diferente, na comparação entre os dois grupos. A produção de glicerol nesta incubação 
combinada foi significativamente maior, quando comparada a algumas concentrações de 
noradrenalina isolada tanto no caso dos animais pertencentes ao grupo controle, quanto para o 
grupo que ingeriu a dieta hiperlipídica. O resultado chama a atenção principalmente se 
considerarmos que a noradrenalina possui afinidade elevada pelos adrenoceptores alfa, como 
o α2, cujo efeito é antilipolítico. 
Ao contrário do que acontece com a maior parte dos adrenoceptores β, os 
adrenoceptores α2  estão acoplados com uma proteína G inibitória (Gi),  que inibe a ação da 
adenilil ciclase, promovendo diminuição da ativação da PKA, a consequência deste processo 
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é a redução da atividade lipolítica (GALITZKY et al., 1993, LANGIN; HOLM; LAFONTAN, 
1996). Se este efeito tivesse acontecido de forma expressiva, a resultante do processo 
estímulo/inibição da lipólise poderia gerar menor produção de glicerol pelos adipócitos 
isolados. Entretanto, nossos resultados mostraram que o estímulo dos adrenoceptores β é 
predominante, resultando em liberação significativa de glicerol, comparado a noradrenalina 
isolada, que foi observada para algumas concentrações. O estímulo concomitante destes 
agonistas adrenérgicos fez com que as diferenças entre os grupos, verificadas para algumas 
concentrações isoladas de isoprenalina, não acontecesse, assim como ocorreu na incubação 
com a noradrenalina isolada. Este resultado pode sugerir que a presença da noradrenalina, 
ligando também aos adrenoceptores alfa, esteja de alguma forma modificando a quantidade de 
glicerol produzida e fazendo as diferenças entre os grupos deixarem de existir.  
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Morfometria dos adipócitos epididimais 
 
 Em nosso estudo analisamos a morfometria dos adipócitos isolados do tecido adiposo 
epididimal para os animais que ingeriram a dieta padrão ou a dieta hiperlipídica. Foi realizada 
a determinação da área e do diâmetro dos adipócitos isolados. Para as duas análises não 
encontramos diferenças significativas entre os grupos (Área: Controle = 4774,38 + 312,26 vs. 
Dieta = 4867,99 + 186,35 μm2; Diâmetro: Controle = 76,13 + 2,35 vs. Dieta = 76,09 + 1,51 
μm). Os resultados estão apresentados na figura 23. Estes dados estão de acordo com 
resultados não publicados de nosso laboratório, onde nenhuma diferença foi identificada neste 
depósito de gordura analisado nos ratos que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro semanas. 
A função metabólica primária do tecido adiposo é realizar o estoque do excesso de 
energia na forma de triacilgliceróis. Esta energia é derivada principalmente de lipídeos 
circulantes, que são captados pelos adipócitos via LPL (LANGOUCHE et al., 2010). Uma 
menor parte do estoque de triacilgliceróis nos adipócitos é proveniente de carboidratos 
circulantes que sofrem lipogênese (MARIN et al., 1992). 
As alterações nos tamanhos dos adipócitos são decorrentes da resultante entre a 
lipogênese e a lipólise, que são os processos típicos destas células. A variação na intensidade 
das vias lipolíticas e lipogênicas está relacionada com a necessidade de incorporação ou 
liberação de lipídeos que dependem de outros fatores como o estado nutricional do indivíduo, 
do seu gasto energético e da influência hormonal (QUEIROZ et al., 2009). O aumento no 
tamanho dos adipócitos faz com que em determinado momento tenhamos esgotamento da 
capacidade de estocagem de gordura, tornando-os mais lipolíticos, o que promoveria elevação 
nas concentrações plasmáticas de ácidos graxos livres (DeFRONZO, 2004). Como descrito, 
nossos resultados não demonstraram diferenças significativas na área e diâmetro dos 
adipócitos isolados. Outros trabalhos na literatura também não verificaram alterações no 
tamanho destas células de animais que fizeram ingesta de dieta hiperlipídica. Gollisch e 
colaboradores (2009) trabalharam com adipócitos isolados de ratas da linhagem Sprague-
Dawley, que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro semanas. Também não foi observado 
aumento no tamanho dos adipócitos retirado do tecido adiposo visceral, comparado com 
animais que fizeram ingesta de dieta padrão. Por outro lado, em alguns trabalhos foi 
identificado aumento no tamanho dos adipócitos para animais que ingeriram dieta 
hiperlipídica, como por exemplo, camundongos alimentados com dieta hiperlipídica por 11 
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semanas que tiveram aumento no tamanho dos adipócitos comparado ao grupo controle 
(TAKEMURA; OKUBO; SONOYAMA, 2010). Gaidhu et al. (2010) realizou tratamento de 
ratos com dieta hiperlipídica por oito semanas e identificou aumento no diâmetro dos 
adipócitos tanto para o tecido adiposo epididimal, quanto para os provenientes do tecido 
inguinal. Em estudos anteriores, Wolf-Nunes (2004) observou aumento significativo no peso 
do panículo adiposo epididimal em ratos submetidos à dieta hiperlipídica por seis semanas. 
Neste estudo não foram feitas análises morfométricas para averiguar se o aumento do 
tamanho estava relacionado a aumento no número ou no tamanho dos adipócitos. 
Além do aumento no tamanho dos adipócitos, o número de células também pode ser 
avaliado. O processo de hiperplasia no tecido adiposo é dependente da diferenciação dos pré-
adipócitos em adipócitos. Os pré-adipócitos fazem parte de um reservatório de células-tronco 
mesenquimais, que constituem entre 15 e 50 % do tecido adiposo, e são capazes de se 
diferenciar em resposta a agentes extracelulares. Esta informação é importante, 
principalmente pelo fato de que durante muito tempo foi proposto que os adipócitos de 
humanos adultos teriam um número fixo, sendo que as mudanças no tecido adiposo seriam 
decorrentes de alterações no volume de gordura da célula. Atualmente, sabe-se que esta 
capacidade de gerar novas células persiste durante toda vida (QUEIROZ et al., 2009). 
No trabalho de Wolf-Nunes (2004), os ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica 
por seis semanas tiveram aumento significativo no peso do panículo adiposo epididimal, 
comparado aos animais controle. Conforme citado anteriormente, no estudo de Gollisch e 
colaboradores (2009), as ratas Sprague-Dawley que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro 
semanas, não apresentaram diferenças significativas no tamanho dos adipócitos epididimais, 
comparado aos animais que ingeriram a dieta padrão, entretanto, o número de células neste 
tecido foi significativamente maior para os animais tratados com a dieta hiperlipídica. Nos 
nossos estudos tanto de quatro como seis semanas de deita não avaliamos o número de 
adipócitos por área.  
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Figura 23. Morfometria de adipócitos isolados do panículo adiposo da região epididimal de 
ratos controle e de ratos ingeriram dieta hiperlipídica ao longo de quatro semanas (n = 5). Foi 
avaliada a área (A) e o diâmetro (B) dos adipócitos isolados. Dados apresentados como média 
± EPM.  A análise estatística foi realizada com o teste t de Student. 
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Parâmetros cardiovasculares 
 
Além das alterações metabólicas descritas anteriormente, realizamos análise de 
parâmetros cardiovasculares, que também podem sofrer alterações devido à ingesta de dieta 
hiperlipídica. Na tabela 3, verificamos o comportamento de parâmetros eletrocardiográficos 
dos animais que fizeram a ingesta da dieta hiperlipídica ou padrão. Os parâmetros 
eletrocardiográficos analisados neste estudo foram: Intervalos QT, ajustados em função da 
frequência cardíaca (QTc), intervalos RR, frequência cardíaca (FC) e intervalos QRS. 
 A análise do eletrocardiograma não mostrou diferenças estatisticamente significativas 
para nenhum dos parâmetros verificados, na comparação dos ratos que ingeriram dieta 
hiperlipídica por quatros semanas com o grupo controle: Frequência cardíaca: Controle – 
338,8 + 9,31 vs. Dieta – 353,3 + 37,07 bpm; Intervalos QTc: Controle – 96,50 + 12,11 vs. 
Dieta – 70,50 + 8,15 ms; Intervalo RR: Controle – 178,0 + 5,01 vs. Dieta – 176,5 + 19,86 ms; 
Intervalo QRS: Controle – 15,1 + 0,85 vs. Dieta – 16,0 + 1,63 ms (Tabela 3). 
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Tabela 3. Parâmetros eletrocardiográficos em ratos controle (C, n=6) ou submetidos a quatro 
semanas de tratamento com dieta hiperlipídica (D, n=5). Foram analisados os intervalos QT, 
ajustados em função da frequência cardíaca (QTc, ms), intervalos RR (ms), frequência 
cardíaca (FC, batimentos por minuto, bpm), intervalos QRS (ms). Dados apresentados como 
média ± EPM.  A análise estatística foi realizada com o teste t de Student.  
Grupo QTc (ms) RR (ms) FC (bpm) QRS (ms) 
C 96,50 + 12,11 178,0 + 5,01 338,8 + 9,31 15,1 + 0,85 
D 70,50 + 8,15 176,5 + 19,86 352,3 + 37,07 16,0 + 1,63 
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Já na tabela 4, são apresentados os resultados para histologia dos cardiomiócitos dos 
animais que fizeram ingesta da dieta padrão ou hiperlipídica por quatro semanas. 
O valor da área dos cardiomiócitos dos ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica 
por quatro semanas foi significativamente maior, comparado aos ratos que ingeriram a dieta 
padrão (Controle – 3613 + 255,7 vs. Dieta – 5224 + 304,9 μm2).  
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Tabela 4. Valores da área de cardiomiócitos (μm2) de ratos controle (C, n=4) ou submetidos 
ao tratamento com quatro semanas de dieta hiperlipídica (D, n=10). Dados apresentados como 
média ± EPM.  * P<0,05 D vs C; teste t de Student.  
Grupo Área dos Cardiomiócitos (μm2) 
C  
3613 + 255,7 
D  
5224 + 304,9* 
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 A obesidade é uma condição patológica, na qual o excesso de gordura corporal é 
responsável por desencadear muitos problemas de saúde, como por exemplo, alterações 
cardiovasculares (HASLAM & JAMES, 2005; NOEMAN; HAMOODA; BAALASH, 2011). 
A utilização de dietas hiperlipídica é uma das formas de se induzir a obesidade nos ratos, para 
estudar as alterações cardiovasculares (Von DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006). O 
eletrocardiograma (ECG) é um exame não invasivo, desenvolvido por Willen Einthoven em 
1902, que verifica o comportamento da atividade elétrica do coração. É amplamente utilizado 
até hoje como instrumento de auxílio no diagnóstico de cardiomiopatias (PIMENTEL, 2006). 
Muitos estudos mostraram que distúrbios metabólicos podem desencadear problemas 
cardiovasculares e, consequentemente, alterações no ECG (KIZILBASH et al., 2006; LIN et 
al., 2008; KONES, 2010; TANINDI et al., 2011).  
 Nossos resultados não mostraram diferenças significativas na análise dos parâmetros 
de eletrocardiograma descritos acima, quando comparamos os dois grupos. Diversos fatores 
são capazes de influenciar o registro do ECG, como o tipo de anestésico, a posição do animal 
durante o registro, bem como outras variáveis que incluem características dos próprios 
animais como idade, peso e sexo (RAMOS, 2010).  
 Exceção feita às variáveis temporais, a eletrocardiografia em ratos apresenta 
comportamento semelhante aos de seres humanos, entretanto, algumas diferenças devem ser 
consideradas (PIMENTEL, 2006). No trabalho de Sambhi e White (1960), foi demonstrado 
que, em ratos, o segmento ST é curto ou até mesmo ausente, sendo que a onda T é 
normalmente positiva e acompanha em direção contínua a onda S. Na ausência de doenças, a 
análise da derivação I do ECG, muitas vezes, não permite a identificação da onda Q, que 
eventualmente pode ser identificada na derivação aVL. Já a onda R pode ser identificada em 
todas as derivações do ECG (SAMBHI & WHITE, 1960).  
A disposição anatômica do coração de ratos também é semelhante a dos seres 
humanos, de forma que os ventrículos direito e esquerdo encontram-se em posição anterior e 
posterior do coração, sendo que a despolarização cardíaca é iniciada do lado esquerdo, 
deslocando-se para o direito e são de baixa amplitude. Para estes animais, o eixo elétrico 
ventricular está disposto na posição vertical, mostrando o posicionamento do ápice cardíaco 
próximo da linha média esternal, entre +60 e +90 graus (RAMOS, 2010). Apesar de não 
determinado neste estudo, os valores do eixo podem ser determinados utilizando-se como 
parâmetros o complexo QRS e onda T.  
88 
 
 Os resultados obtidos em nosso estudo, em que não verificamos alterações em 
parâmetros de ECG na comparação entre os grupos, também foram encontrados por 
Rodrigues (2009). Ratos Wistar que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro semanas não 
apresentaram diferenças estatísticas significativas para frequência cardíaca, intervalo QT e 
intervalo QT ajustado em função da frequência cardíaca (QTc), quando comparados aos 
animais que ingeriram dieta padrão. Por outro lado, neste mesmo estudo, foi encontrado que o 
eixo elétrico ventricular dos animais que ingeriram a dieta hiperlipídica apresentou desvio 
para esquerda, o que é um indício de remodelamento ventricular, caracterizando hipertrofia 
cardíaca. Esta hipertrofia muitas vezes é consequência da hipertensão arterial e é um fator de 
risco independente para o desenvolvimento da falência cardíaca (PATTERSON et al., 2011). 
O processo de hipertrofia ventricular pode ser consequência de uma adaptação fisiológica ou é 
desencadeado por conta de alterações estruturais e funcionais no coração, sendo importante 
determinar qual condição está promovendo esta hipertrofia, já que o aumento da massa 
muscular cardíaca pode ser indicativo de distúrbios que podem levar, por exemplo, a morte 
súbita (WILSON et al., 2011). De acordo com Dhingra e colaboradores (2005), o aumento da 
massa ventricular cardíaca pode ser determinado pelo aumento na amplitude do complexo 
QRS. Apesar de não encontrarmos diferenças na comparação entre os grupos para este 
complexo, outros resultados que serão discutidos na sequência, identificaram aumento na 
massa muscular cardíaca.  
No trabalho de Rodrigues (2009), a análise da espessura dos cardiomiócitos não 
apresentou diferenças na comparação entre os grupos controle e hiperlipídico, o que seria 
esperado por conta da alteração no eixo ventricular. Segundo os autores, uma hipótese para 
modificação no eixo ventricular seriam alterações na estrutura cardíaca, que foi sugerida 
devido ao acúmulo de gordura, que ocupou 34% da área total no ventrículo esquerdo, bem 
como a existência de processo inflamatório no miocárdio, identificado pela presença de 
infiltrado leucocitário que ocupou 9% da área total. 
Outro parâmetro do ECG avaliado foi o intervalo QT ajustado em função da 
frequência cardíaca (QTc), que está relacionado com a duração da atividade elétrica do 
ventrículo, determinada pelas fases de despolarização e repolarização (PAN et al., 2011). Este 
parâmetro eletrocardiográfico é indicativo de arritmias nos ventrículos, principalmente em 
pacientes com distúrbios coronarianos, falência cardíaca congestiva e de morte súbita (BARR 
et al., 1994; ZAREBA; MOSS; LeCESSIE, 1994; PSHENICHNIKOV et al., 2008). Por conta 
destas associações, a análise do intervalo QTc é importante, já que é um método não invasivo 
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que permite detectar padrões anormais na repolarização ventricular (LOPES et al., 2006). 
Conforme relatado anteriormente, nossos resultados não apresentaram alterações 
significativas no intervalo QT.  
A frequência cardíaca também não sofreu alterações significativas na comparação 
entre os grupos. Este resultado também já foi observado em outros estudos descritos na 
literatura. Jeckel et al. (2011) realizou tratamento de ratos da linhagem Sprague-Dawley com 
dieta hiperlipídica por 32 semanas. Após este período, não foram encontradas diferenças 
estatísticas significativas, comparado ao grupo controle que fez ingesta da dieta padrão. Por 
outro lado, a mudança na dieta ingerida pode promover alterações na frequência cardíaca, 
conforme demonstrou Meral e Kacmaz (2003). Neste estudo, os autores demonstraram que 
pacientes diabéticos, após realizar dieta de restrição calórica por dois meses, tiveram redução 
significativa da frequência cardíaca, comparado aos valores antes de iniciar o tratamento. 
Nesta mesma pesquisa, outros parâmetros eletrocardiográficos analisados não sofreram 
alterações significativas. Por conta destas divergências é necessário realizar novas pesquisar 
para analisar o comportamento da frequência cardíaca em situações de ingesta de dietas 
hiperlipídicas. Outras informações acerca do comportamento da frequência cardíaca serão 
apresentadas posteriormente. 
Além da análise destes parâmetros eletrocardiográficos, realizamos em nosso estudo a 
medição da área de cardiomiócitos a fim de identificar possível quadro de hipertrofia 
cardíaca. Nossos resultados mostraram diferenças significativas entre os animais que fizeram 
ingesta da dieta hiperlipídica por quatro semanas, comparado ao controle. Outros estudos na 
literatura também indicam tal achado, entretanto o tempo de administração de dieta é superior. 
O aumento significativo na área dos cardiomiócitos para o grupo tratado com dieta 
hiperlipídica, também já foi identificado em outros estudos da literatura. Os animais da 
linhagem Sprague-Dawley, que ingeriram a dieta hiperlipídica por 32 semanas tiveram 
aumento significativo nesta área (JECKEL et al., 2011). Camundongos alimentados com dieta 
hiperlipídica por 24 semanas, também mostraram aumento significativo na área dos 
cardiomiócitos, comparado aos que fizeram ingesta da dieta padrão (FANG et al., 2008). 
Singh et al. (2010) realizaram tratamento de ratos Wistar durante 12 semanas de ingesta de 
dieta hiperlipídica, associada à constrição parcial da aorta abdominal, e verificaram aumento 
significativo no diâmetro dos cardiomiócitos destes animais.   
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Estudos recentes têm sugerido que o processo de hipertrofia cardíaca é decorrente de 
alterações intracelulares nos cardiomiócitos, como a via da mTOR (mammalian target of 
rapamycin). A mTOR desempenha papel importante na integração da resposta celular ao 
estado nutricional que incluem a quantidade ATP intracelular formada e as concentrações de 
aminoácidos e glicose (JACINTO, 2008). A Akt é responsável por ativar a via mTOR, que 
promovendo aumento da síntese protéica, leva a hipertrofia cardíaca (GLAZER et al., 2009). 
No trabalho de Glazer e colaboradores (2009), foi demonstrado em porcos, que a 
hipercolesterolemia, também detectada nos ratos que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica em 
nosso trabalho, é capaz de ativar a via da mTOR, além de outros marcadores envolvidos no 
processo hipertrofia cardíaca. Se esta via também está mais expressada no caso destes ratos 
que ingeriam a dieta hiperlipídica, é um fator que pode ser investigado em estudos futuros.  
 Além desta via, outros estudos também mostraram que a hipertrofia dos 
cardiomiócitos podem ser desencadeadas por vias de sinalização da insulina, alteração nas 
concentrações de adiponectinas, como a leptina, ou na atividade do receptor poliferador-
ativador de peroxissomos (PPAR) (DeBOSCH et al., 2006; SHARMA et al., 2007). O 
aumento das concentrações plasmáticas de insulina frequentemente está associado à 
hipertensão e outras doenças como a síndrome metabólica. Como já informado anteriormente, 
a insulina atua desencadeando a formação de PI3-K, que por sua vez realiza a ativação da 
Akt, promovendo o estímulo da via mTOR descrito acima. Além disso, a Akt também é capaz 
de suprimir a degradação protéica, por meio da inativação FOXO (forkhead dependent 
transcription factors), que realiza a proteólise, assim a insulina seria capaz de influenciar no 
processo de hipertrofia cardíaca (SHARMA et al., 2007). A participação das adiponectinas 
também está relacionada com o mecanismo da PI3-K e consequente ativação da via da Akt. A 
expressão de genes nos cardiomiócitos e sua hipertrofia também podem ser ativadas pelo 
aumento da atividade do PPAR. Este receptor apresenta elevação de sua atividade, quando 
temos maior disponibilidade de ácidos graxos, que pode acontecer com a ingesta de dieta 
hiperlipídica (GILDE et al., 2003).    
Wolf-Nunes (2004) mostrou que ratos jovens que fizeram ingesta de dieta 
hiperlipídica por seis semanas tiveram aumento significativo das concentrações plasmáticas 
de insulina, comparado as concentrações dos animais que ingeriram a dieta padrão. Conforme 
discutido anteriormente, os animais que realizaram ingesta da dieta hiperlipídica tiveram 
redução na quantidade de glicose captada pelos adipócitos isolados, sugerindo resistência à 
insulina. Se pensarmos que este hormônio é capaz de promover hipertrofia cardíaca, a 
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princípio, ficaria contraditório atribuir este processo ao aumento da concentração do 
hormônio. Entretanto, existem estudos na literatura realizados com humanos que mostraram 
que a resistência à insulina, em pacientes diabéticos, é menor na musculatura cardíaca 
(PATERNOSTRO et al., 1996; ABEL, 2005).  
Desta forma, se existe resistência à insulina nos adipócitos, as concentrações 
plasmáticas deste hormônio e dos ácidos graxos livres ficarão elevadas, o que pode aumentar 
a atividade da via de sinalização da insulina e da PPAR no coração, favorecendo a hipertrofia 
cardíaca.  
 Miotto (2006) realizou estudo em nosso laboratório com ratos que fizeram dieta 
hiperlipídica por seis semanas e demonstrou que a massa ventricular esquerda (C = 546,6 + 
23,9 vs. D = 653,8 + 28,2 mg, p<0,05) a espessura da parede ventricular esquerda (C = 11,5 + 
0,1 vs. D = 15,1 + 0,5 mm, p<0,05) e o diâmetro interno do ventrículo esquerdo (C = 28,8 + 
0,2 vs. D = 20,6 + 0,3 mm, p<0,05) apresentaram diferenças significativas na comparação 
entre os grupos. Estes resultados comprovam a instalação do quadro de hipertrofia cardíaca 
pela ingesta da dieta hiperlipídica. Além disso, foi encontrado que a pressão arterial média, 
sistólica e diastólica teve um leve aumento, porém significativo, quando comparado ao grupo 
controle, bem como a frequência cardíaca que, no caso dos animais que fizeram ingesta da 
dieta hiperlipídica, estava significativamente elevada. Rodrigues (2009) verificou que ratos 
que ingeriram dieta hiperlipídica por quatro semanas, tiveram elevação significativa da 
pressão arterial sistólica, porém, sem alteração da pressão arterial média e diastólica. Assim 
como aconteceu em nossos resultados, este autor não observou diferenças significativas na 
freqüência cardíaca. A variabilidade da frequência cardíaca (VFC), que pode ser determinada 
analisando o comportamento da FC e a duração do intervalo RR, se tornou um importante 
parâmetro para determinação de risco cardiovascular (BILLMAN, 2011). A FC não possui 
comportamento estático, mas continuamente está sendo alterada tanto por conta de respostas 
físicas e demandas mentais, entretanto, tanto a redução na VFC, quanto o aumento podem 
estar relacionadas com distúrbios cardiovasculares (DeJONG & RANDALL, 2005; 
THAYLER; YAMAMOTO; BROSSCHOT, 2010). O controle da FC é resultado de diversos 
mecanismos fisiológicos que constantemente estão promovendo alterações no ritmo cardíaco. 
Dentre os mecanismos que realizam este controle, temos a participação do sistema nervoso 
autônomo, cujo funcionamento pode ser analisado pela duração dos intervalos RR. De forma 
geral, quando observamos um aumento na duração destes intervalos, teríamos maior atividade 
do sistema nervoso parassimpático, que promove diminuição das funções cardíacas 
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(BILCHICK & BERGER, 2006). Além de complicações metabólicas já discutidas, a ingesta 
de dieta hiperlipídica pode promover alterações de outros parâmetros fisiológicos, como por 
exemplo, a ativação do eixo sistema nervos simpático-medula da adrenal (MIOTTO, 2006). 
Esta ativação resultaria em elevação das concentrações de catecolaminas e, 
consequentemente, na variabilidade da frequência cardíaca. Apesar de não identificarmos 
alterações significativas na duração dos intervalos RR, a elevação da pressão arterial sistólica, 
verificada por Rodrigues (2009) para animais que fizeram ingesta da dieta hiperlipídica por 
quatro semanas, pode ser um indício de que a atividade do sistema nervoso simpático possa 
estar sendo elevada. Miotto (2006) mostrou que, além da elevação da pressão arterial 
simpática, os ratos que ingeriram a dieta hiperlipídica por seis semanas, também tiveram 
elevações significativas da pressão arterial média e diastólica, bem como da freqüência 
cardíaca, o que demonstraria um aumento mais expressivo da atividade do sistema nervoso 
simpático, com duas semanas a mais de tratamento com a dieta. 
A atividade do sistema nervoso simpático não é exclusiva no tecido cardíaco e 
influencia outros processos metabólicos no organismo. A noradrenalina liberada pelos 
neurônios pós-ganglionares simpáticos é um importante regulador da lipólise (VARGOVIC et 
al., 2011). Se considerarmos a hipótese de que a dieta hiperlipídica é capaz de elevar a 
atividade simpática, novamente poderíamos pensar em divergências com resultados discutidos 
anteriormente para a captação de glicose e liberação de lactato, pelos adipócitos isolados do 
tecido adiposo, que mostraram menor sensibilidade para noradrenalina. Provavelmente, a 
diferença de comportamento entre os tecidos deve-se a uma menor sensibilidade localizada no 
tecido adiposo, sendo que na musculatura cardíaca este efeito não está evidenciado, da mesma 
forma que acontece para insulina. 
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Considerações finais 
 
Em suma, considerando que modelos de estresse alteram as funções metabólicas e 
cardiovasculares nos indivíduos e que estes distúrbios tem sido o grande foco de estudo na 
ciência atual. Podemos tecer as seguintes considerações frente aos modelos de estresse 
estudados em nosso laboratório. 
O estresse induzido pelo modelo de natação estudado no Labeest é benéfico, pois 
melhora a captação de glicose no rato.  
Em relação aos modelos de estresse por choques nas patas e dislipidemia induzida pela 
dieta ao longo de quatro e seis semanas nossos resultados mostraram que em todos os 
modelos ocorre o desenvolvimento do quadro de dislipidemia, bem como redução na 
sensibilidade à insulina e alterações cardíacas. Entretanto, análise comparativa destes modelos 
indica que utilização da dieta hiperlipídica, mesmo sendo por quatro semanas de tratamento, é 
o método mais prático, pois não há sem necessidade de equipamentos específicos, para 
indução e estudo de alterações metabólicas e cardíacas. Outro ponto importante refere-se ao 
tempo de tratamento dos ratos com dieta hiperlipídica. A maioria dos trabalhos na literatura 
propõe tempos prolongados de ingesta da dieta hiperlipídica pelos animais. Em outras 
pesquisas realizadas no LABEEST, os ratos que ingeriram a dieta hiperlipídica por seis 
semanas apresentaram alterações metabólicas e cardíacas que também foram verificadas nos 
ratos que ingeriram a dieta hiperlipídica durante somente quatro semanas. A administração da 
dieta a ratos jovens por um período de quatro semanas pode ser um modelo para se estudar 
alterações metabólicas e cardíacas descritas nesta tese. Além disso, este modelo pode ser 
utilizado para estudos do desenvolvimento de dislipidemia bem como a sua prevenção. 
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5 CONCLUSÕES 
 
 Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que ratos que ingerem dieta 
hiperlipídica por quatro semanas já apresentam alterações metabólicas e cardíacas, sendo, 
portanto, um modelo útil para o estudo das doenças decorrentes da dislipidemia e o 
desenvolvimento da mesma.  
 Alterações metabólicas: 
Em ratos anestesiados foi possível identificar a alteração se sensibilidade à insulina 
pelas técnicas de clamp euglicêmico hiperinsulinêmico, que apresentou taxa de infusão de 
glicose significativamente diminuída, bem como pela diminuição na captação de 2-DG pelos 
adipócitos isolados da região epididimal. Inferimos que a diminuição na produção de lactato 
em adipócitos isolados seja decorrente da menor captação de glicose neste tecido. A lipólise 
basal não foi alterada, entretanto, a estimulada por agonistas adrenérgicos apresentou-se 
diminuída e estas alterações não comprometeram a morfometria dos adipócitos epididimais. 
Alterações cardíacas: 
Os ratos submetidos à dieta hiperlipídica por quatro semanas já apresentaram 
alterações cardíacas indicando a instalação do quadro de hipertrofia cardíaca.  
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